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1. Einleitung 
Endokrine Disruptoren 
Das endokrine System von Mensch und Tier ist ein komplexes Netzwerk aus Drüsen, 
Hormonen und Rezeptoren. Es stellt ein Kontrollbindeglied und wichtiges 
Kommunikationsorgan zwischen dem Nervensystem und den Körperfunktionen wie 
Reproduktion, Immunität, Stoffwechsel und Verhalten dar. In fast allen komplexen, 
vielzelligen Tieren gibt es zwei Hauptsysteme, die bei der Kontrolle und Koordination von 
Prozessen im Körper zusammen arbeiten: Das Nervensystem, welches eine schnelle 
Informationsübermittlung von Punkt zu Punkt über die Nervenbahnen zu den Geweben und 
Organen ermöglicht, und das endokrine System, welches langsamer arbeitet. Es basiert auf 
chemischen Botenstoffen/Hormonen, die in das Blut oder andere extrazelluläre Flüssigkeiten 
abgegeben werden und so alle Kompartimente des Körpers erreichen.* So kontrolliert es 
Wachstum und Entwicklung während der Kindheit, reguliert die Körperfunktionen während 
des Erwachsenseins und den Reproduktionsprozess.** In den letzten Jahrzehnten wurde eine 
Substanzgruppe bekannt, die bereits in geringsten Mengen das endokrine System stört und so 
weitreichende Umwelt- und Gesundheitsschäden hervorrufen kann. Diese Substanzen 
bezeichnet man als endokrine Disruptoren (ED). 
 
* (http://ec.europa.eu/environment/endocrine/definitions/index_en.htm, August 2007) 
** (http://ec.europa.eu/environment/endocrine/definitions/life_en.htm, August 2007) 
 
„Ein endokriner Disruptor ist eine exogene Substanz, die nachteilige Effekte auf die 
Gesundheit in einem intakten Organismus oder seiner Nachkommenschaft, neben 
Veränderungen in seiner endokrinen Funktion bewirkt.“ Mit diesem Wortlaut wurden ED 
erstmals auf dem „Europäischen Workshop zur Wirkung von endokrinen Disruptoren auf die 
menschliche Gesundheit und wild lebende Tiere“ von der Europäischen Kommission und 
weiteren europäischen Institutionen 1996 in Weybridge, Großbritannien, definiert. Eine 
ähnliche, aber etwas umfassendere Definition folgte 1998 von der U.S. Gouvernment 
Environmental Protection Agency (EPA), in der ein ED als „eine exogene chemische Substanz 
oder ein Gemisch“ bezeichnet wurde, „das die Struktur oder Funktion(en) des endokrinen 
Systems verändert und nachteilige Effekte auf der Ebene des Organismus, seiner 
Nachkommenschaft, der Population oder Unterpopulation von Organismen bewirkt, basierend 
auf wissenschaftlichen Prinzipien, Daten, der Gewichtung von Hinweisen und 
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Vorbeugungsprinzipien“ (Lintelmann et al. 2003). Für die Zulassung gefährlicher 
Chemikalien wurden im Internet-Glossar des Umweltbundesamtes*** diese Definitionen der 
recht uneinheitlichen Substanzgruppe zu „Stoffe, die Veränderungen im Hormonhaushalt 
bewirken“ vereinfacht. 
 
*** (http://www.reach-info.de/zulassung.htm, September 2007) 
 
Mit dem Buch „Silent Spring“ machte erstmals 1962 die Meeresbiologin und Autorin Rachel 
L. Carson die Öffentlichkeit auf die Probleme, die mit der Verbreitung von vom Menschen 
produzierten Umweltgiften, sogenannten Xenobiotika, einhergehen, aufmerksam und legte 
damit einen Grundstein zur Umweltbewegung. Zu Beginn der 90iger Jahre entstanden die 
ersten wissenschaftlichen Daten über die Auswirkung von  endokrin-vermittelter Toxizität. 
Diese basierten auf der Hypothese, dass schwach endokrin-wirksame Substanzen eine 
signifikant negative Auswirkung auf die Natur und die menschliche Gesundheit haben können 
(Colborn & Clement 1992). Wenige Jahre später erschien das populärwissenschaftliche Buch 
„Our Stolen Future“ (Colborn et al. 1996), das an Hand einiger anschaulicher Beispiele das 
öffentliche Interesse auf die ED lenkte. Seitdem ist das Interesse an dieser Schadstoffgruppe 
stark angestiegen. Lange Zeit wurde die Existenz des sogenannten „low-dose-Effektes“ 
diskutiert, der dem Grundsatz der Toxikologie „ Die Dosis macht das Gift“ eine neue 
Bedeutung gibt und der die Grundlage für das Verständnis der Wirkungsweise der endokrinen 
Störsubstanzen bildet. Dieser Effekt beschreibt, dass manche Substanzen neben ihrer 
bekannten toxischen Wirkung in hohen Konzentrationen eine zusätzliche, physiologisch 
negative Wirkung in sehr geringen Konzentrationsbereichen zeigen können. Hieraus kann sich 
eine biphasische Dosis-Wirkungs-Beziehung ergeben (Calabrese 2001). Eine mögliche 
Ursache für das Auftreten dieser Beziehung ist, dass in Lebewesen erst eine bestimmte 
Schwellenkonzentration einer Substanz überschritten werden muss, bevor eine physiologische 
Reaktion im Organismus auftritt. Beim Überschreiten der wirksamsten Konzentration werden 
dann Metabolisierungs- und Ausscheidungsprozesse aktiviert, welche die Reaktionen wieder 
verlangsamen oder unterdrücken können (Levy 2005). 2001 wurde in dem „National 
Toxicology Program´s Report“ der EPA und des U.S. National Institute of Environmental 
Health Sciences zum „Endocrine Disruptors Low-Dose Peer Review“ bestätigt, dass es 
glaubwürdige Beweise für diesen Effekt gibt. Heute erscheinen so viele Veröffentlichungen 
und Ergebnisse zum Thema ED, dass diese nur noch oberflächlich zusammengefasst werden 
können.  
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Vertreter der ED sind u.a. die Pflanzenöstrogene,  wie z.B. Genistein und Coumesterol als 
auch Mycoöstrogene, wie z.B. Aflatoxin und Zearalenone. Wachstumsfördernde 
Pharmazeutika, z.B. Trenbolon- und Melengastrol-Acetat gehören ebenfalls dazu. Darüber 
hinaus zählt man manche Detergenzien und Tenside, wie Octyl- und Nonylphenol, aber auch 
Plastikinhaltsstoffe, wie BPA und Phthalate, Pestizide, wie Methoxychlor und DDT, und 
Industriechemikalien, wie PCBs und TCDDs zu dieser Gruppe (Sweeny 2002). Einigen 
Metallen konnte man eine störende Wirkung auf die Ligandenbindung an den 
Östrogenrezeptor nachweisen (Darbre 2006). Eine besonders hohe östrogene Potenz zeigen 
die physiologisch relevanten Hormone Estron, Estradiol sowie das synthetische Derivat 
Ethinylestradiol, die durch Ausscheidung insbesondere nach Anwendung der Antibabypille ins 
Abwasser gelangen. Insgesamt werden 564 Chemikalien von der Europäischen Kommission 
verdächtigt, endokrine Aktivität zu besitzen. Davon werden 147 für besonders persistent 
gehalten oder im großen Maßstab produziert. Bei 66 dieser Substanzen wurde schon endokrine 
Aktivität nachgewiesen. Den meisten davon ist auch der Mensch ausgesetzt.**** 
 
**** (http://ec.europa.eu/environment/endocrine/strategy/substances_en.htm, August 2007) 
 
Da die Gruppe der ED allein über ihre hormonelle Wirkung charakterisiert ist, es sich aber 
ansonsten um völlig uneinheitliche Substanzen handelt, sind das Vorkommen, die Verbreitung 
und die Anwendung der einzelnen Stoffe sehr unterschiedlich. Pflanzen- und Mycoöstrogene 
werden natürlich gebildet und gelangen über die Nahrung in Mensch und Tier. Über die 
Nahrung werden auch Pestizide aufgenommen. Plastikinhaltsstoffe gelangen meist durch 
Auslaugung aus Lebensmittelverpackungen und anderen Kunststoffartikeln in unsere Nahrung 
und Gewässer. Pharmazeutika werden von Mensch und Tier nach der Behandlung teilweise 
wieder ausgeschieden oder gelangen durch unsachgemäße Entsorgung ins Abwasser. 
 
Das endokrine Wirkprinzip der einzelnen ED kann ebenfalls sehr unterschiedlich sein. Sie 
können den Hormonhaushalt und das Reproduktionsverhalten verschiedenster Lebewesen 
beeinflussen. Man glaubt, dass hierfür ihre Fähigkeit, den Effekt endogener Hormone 
nachzuahmen oder als Antagonist endogener Hormone zu wirken, verantwortlich ist. Ebenso 
könnten sie die Synthese und den Metabolismus von endogenen Hormonen und ihrer 
Rezeptoren stören (Sonnenschein & Soto 1998). Bei in vivo-Versuchen am Tier und in vitro- 
Versuchen am Menschen konnten auch Gene identifiziert werden, die sensitiv auf ED 
reagieren. (Murray et al. 2001). Mit fortschreitender Zahl an Studien wird deutlich, dass viele 
ED zusätzlich direkt oder indirekt das Immunsystem beeinflussen können (Sweeny 2002).  
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Zur Messung der endokrinen Aktivität der ED gibt es eine Vielzahl unterschiedlicher 
Testsysteme. Häufig werden hierzu Testsysteme wie der Hefe-Östrogenrezeptor-Test, der  
E-SCREEN-Test, der Östrogen-R(α)-Kompetitor-Screeningtest, der plazentare Aromatasetest, 
der Androgenbindungs- oder Reportergentest sowie der Schilddrüsenrezeptor-Bindungstest 
verwendet. Da diese in vitro-Testsysteme aber die Toxikokinetik und den Metabolismus dieser 
Substanzen, welche die toxische Wirkungsstärke beeinflussen können, nicht oder nicht 
ausreichend repräsentieren, müssen oft aufwendigere in vivo-Tests hinzugenommen werden. 
Hierzu können der Hershberger-Test, der Uterotrophic Assay sowie der 28-Tage-Toxizitätstest 
und der Zwei-Generationen-Reproduktions-Toxizitätstest dienen (Greim 2005). 
 
Man findet ED meist im ng bis pg/l-Bereich in Oberflächen- und Küstengewässern und v.a. in 
Kläranlagenabläufen. Die Belastung ist stark von der Art der Substanz, dem Gewässer und der 
Art der Einleitungen selber abhängig. So findet sich z.B. Nonylphenol bei manchen 
Messungen in Konzentrationen bis 770 ng/l im Kläranlagenauslauf, bis 134 ng/l im 
Flußwasser und bis 21 ng/l im Küstenwasser der Ostsee, das endokrin besonders aktive Estron 
hingegen bis 70 ng/l im Kläranlagenauslauf, bis 4,1 ng/l im Flusswasser und bis 0,54 ng/l im 
Küstenwasser. (Ternes et al. 1999, Kuch & Ballschmiter 2001, Beck et al. 2005). 
Beunruhigend bei diesen Werten ist, dass einige dieser Substanzen in diesen Konzentrationen 
bereits endokrine Aktivität bei manchen aquatischen Organismen zeigen, sowie die 
Regelmäßigkeit, mit der diese Konzentrationen in vielen untersuchten Oberflächengewässern 
weltweit nachgewiesen werden. 
 
Seit längerer Zeit wird vermutet, dass ED für das vermehrte Auftreten von männlichen 
Reproduktionsdysfunktionen beim Menschen verantwortlich sein könnten (Sharpe & 
Skakkebaek 1993, Toppari et al. 1996). Der stetige Anstieg von Brustkrebs und von dem sog. 
Testicular Dysgenesis Syndrom (TDS), welches die Phänomene verringerte Spermienzahl, 
Hodenkrebs und bestimmte Genitaldeformationen vereint, sind möglicherweise Folgen der 
vermehrten ED-Exposition des Menschen (Skakkebaek et al. 2001). In Tierversuchen konnte 
nachgewiesen werden, dass einige ED mit vorwiegend östrogener Wirkung in der kritischen 
Entwicklungsphase eines Fötus in dessen Differenzierung von Fettzellen und sein Wachstum 
nach der Geburt eingreifen können. Dieses kann zur Fettleibigkeit im Erwachsenenalter und 
deren Folgeerscheinungen führen (Ostwald 2007). Es gibt genügend Tierversuche, die auch 
die Bildung von Krebs und Mißbildung als Folge belegen (siehe Folgekapitel). Die 
Konzentration, der menschliche Föten ausgesetzt sind, kann jedoch zurzeit noch nicht genau 
bestimmt werden (Murray et al. 2001). Diese Tatsache und der sich wandelnde Lebensstil der 
Einleitung 
5 
 
Menschen in den vergangenen 30 Jahren, der mit einer erhöhten Exposition des Menschen mit 
unterschiedlichen Chemikalien, z.B. auch verschiedensten Hygieneprodukten, einhergeht, 
erschweren die Bestimmung eines eindeutigen Zusammenhangs zwischen dem vermehrten 
Auftreten bestimmter Krankheiten beim Menschen und einem einzelnen ED (Sharpe & Irvine 
2007). Der endgültige Zusammenhang zwischen ED und bestimmten endokrinen Störungen 
beim Menschen ist somit noch nicht eindeutig erbracht. 
 
Auch wenn manche ED nur eine 103 bis 106-mal geringere Aktivität haben als das natürliche 
Östrogen, das 17β-Estradiol, können sich doch viele durch ihre Stabilität langfristig in Tieren 
im Fettgewebe anreichern, in Zeiten von Nahrungsknappheit im Organismus wieder 
freigesetzt werden (Ahmed 2000, Witorsch 2000) und dort endokrine Schäden anrichten. So 
akkumulieren lipophile ED v.a. in den Eiern von See- und Raubvögeln, was zu einer 
Feminisation von männlichen Embryos führen kann. Ebenso können sie in die 
temperaturabhängige Geschlechtsdifferenzierung von Reptilien und Amphibien entscheidend 
eingreifen. Bei Fischen kann die Geschlechtsdifferenzierung  sogar in mehreren Lebensstadien 
durch Nahrungsaufnahme oder Exposition mit ED beeinflusst werden. Auch die oft vielseitig 
regulierten Reproduktionszyklen von Invertebraten können so gestört werden. Diese und 
weitere Wirkungen fassten Lintelmann et al. (2003) zusammen. Die Folgen für Populationen, 
die fast ausschließlich aus einem Geschlecht bestehen, liegen auf der Hand. Bei diesen 
Schädigungen spielen die Pflanzenöstrogene eine eher untergeordnete Rolle. Wahrscheinlich 
hat bei manchen Tieren durch Co-Evolution eine  „Gewöhnung“  infolge einer dauerhaften 
Exposition mit der jeweiligen Pflanzenart stattgefunden. Werden Tiere plötzlich mit 
Pflanzenöstrogenen exponiert, die ansonsten nicht in ihrer natürlichen Umgebung 
vorkommen, können diese sehr wohl endokrine, schädliche Effekte hervorrufen. 
(Sonnenschein & Soto 1998). Somit sind ED wohl weitestgehend ein vom Menschen 
verursachtes Problem, das große Schäden v.a. in aquatischen Ökosystemen verursachen kann. 
 
Obwohl nun schon mehr als ein Jahrzehnt auf dem Gebiet der ED geforscht wird, gilt es noch 
zahlreiche Fragen hierzu zu beantworten. Die für ED vorliegenden Grenzwerte in Europa 
beziehen sich stets auf die Wirkung einer einzelnen Substanz. Da diese jedoch in oft 
komplexen Gemischen vorliegen, wird eine wesentliche Aufgabe künftig darin liegen, die 
Synergieeffekte in einem solchen Gemisch zu berücksichtigen. Desweiteren fehlen heute noch 
Tiermodelle, sog. Wächterorganismen, die auf die Folgen für die menschliche Gesundheit 
einer oder mehrerer ED rückschließen lassen. Ebenso sind die bisherigen Tests für die 
Quantifizierung der ED vermittelten Toxizität noch nicht zufrieden stellend. Hierzu gilt, bei 
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künftigen Tests zur Risikoeinschätzung der ED den „low-dose“–Effekt dieser Substanzen 
mehr zu berücksichtigen, indem man diese in einem Konzentrationsbereich durchführt, in dem 
der Mensch ihnen tatsächlich in der Umwelt ausgesetzt ist (Karim 2007). Auch wenn diese 
Fragen noch nicht zufriedenstellend beantwortet sind, so ist heute doch klar, dass ED ein 
ernstzunehmendes Problem für die Umwelt und möglicherweise auch für den Menschen 
darstellen. Bis heute gibt es jedoch noch keine hinreichende Methode, viele dieser Substanzen 
aus dem Abwasser, das eine wesentliche Rolle bei ihrer Verbreitung spielt, zu entfernen. 
Somit ist die Elimination der ED aus dem Abwasser eine Aufgabe hoher Priorität. 
Bisphenol A 
Einer der im vorherigen Abschnitt beschriebenen endokrinen Disruptoren ist Bisphenol A  
(BPA), welches in zahlreichen Publikationen als Modellsubstanz für diese toxikologische 
Gruppe verwendet wird (Maffin et al. 2006). Die Bezeichnung „Bisphenol A“ ist das 
bekannteste der zahlreichen Synonyme für 4-[2-(4-hydroxyphenyl)propan-2-yl]phenol (nach 
IUPAC). Es besitzt ein Molekulargewicht von 228,286 g/mol. Seine physikalisch-chemischen 
Eigenschaften sind u.a. im European Risk Assessment Report für BPA (European 
Commission 2003) zusammengefaßt. Die Struktur von BPA ist vor allem durch die beiden 
Phenolringe charakterisiert (Abbildung 1). Es wird seit Mitte der 40er Jahre industriell 
gewonnen (Fiege et al. 1991). Hergestellt wird es über eine säurekatalysierte Reaktion von 
Phenol und Aceton und besitzt für manche Kunststoffe viele wünschenswerte Eigenschaften 
wie Durchsichtigkeit, Formbarkeit und hohe Stoßfestigkeit, die es als wichtige Komponente 
bei deren Herstellung praktisch unverzichtbar machen. Es ist ein wesentlicher Bestandteil bei 
der Produktion von Polycarbonat-Kunststoffen (Krishnan et al. 1993) und kommt somit in 
diversen Gebrauchsartikeln, wie z.B. Compact Discs oder Babyflaschen vor. 65% des in 
Deutschland verwendeten BPA werden alleine hierfür benötigt (Leisewitz & Schwarz 1998). 
Weitere 34% werden in Epoxydharzlacken u.a. für die Innenbeschichtung von 
Konservendosen eingesetzt (Brotons et al. 1995, Leisewitz & Schwarz 1998). In geringeren 
Mengen wird es in der Zahntechnik (Olea et al. 1996) als Füll- und Versiegelungsmasse 
genutzt, als Derivat zur Herstellung von  Flammschutzmitteln, als Farbentwicklungs-
komponente in Thermopapier, als Antioxidans bei Hochtemperaturkabeln und in der 
Reifenerzeugung verwendet (Leisewitz & Schwarz 1998). Das weltweite Produktionsvolumen 
wird auf 2,5 Millionen Tonnen pro Jahr geschätzt (Staples et al. 2002). Alleine in Europa liegt 
das Produktionsvolumen bei 0,7 Millionen Tonnen pro Jahr (European Commission 2003) und 
es gehört somit zu den 50 wichtigsten Chemikalien (Kuch 2001). 
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Abb. 1: Die Strukturformel von Bisphenol A 
 
Die Mehrheit neuer Veröffentlichungen belegt einen Low-Dose-Effekt von BPA. (Vom Saal 
& Hughes 2005). Darin wird insbesondere die Schädigung von aquatisch lebenden 
Vertebraten und Invertebraten beschrieben. Es gibt aber auch Hinweise, dass es sich in 
geringen Dosen auf die menschliche Gesundheit negativ auswirken kann. BPA induziert bei 
der Süßwasserschnecke Marisa cornuarietis bereits in Expositionskonzentrationen unterhalb 
von 1 µg/l ein Superfeminations-Syndrom mit der Ausbildung von zusätzlichen weiblichen 
Organen, vergrößerten, zusätzlichen Sexualdrüsen, grober Missbildung des Pallialoviduktes 
und Stimulation der Ei- und Gelegeproduktion, was zu einer erhöhten Sterblichkeit der 
weiblichen Tiere führt (Oehlmann et al. 2000, Oehlmann et al. 2006). Bei dem Reptil Caiman 
latirostris, bei dem die Geschlechtsbildung von der Inkubationstemperatur der Eier abhängig 
ist, konnte gezeigt werden, dass bereits 9 mg BPA pro Ei in der Lage sind, bei einer 
Bruttemperatur, die nur männliche Tiere erwarten lässt, 100% Weibchen hervorzubringen 
(Stoker et al. 2003). Ratten, deren Muttertier mit 25 pg BPA/ kg Körpergewicht und Tag 
exponiert worden waren und die selber nach der Geburt mit einem Karzinogen behandelt 
wurden, zeigten eine deutlich höhere Empfindlichkeit gegenüber diesem und wiesen eine 
Störung der Brustdrüsen-Histoarchitektur auf (Durando et al. 2007). Es wurde beschrieben, 
dass BPA in vitro als Antagonist des Thyroid-Hormons auftreten kann, welches die 
Entwicklung des Gehirns der Ratten beeinflusst (Zoeller et al. 2005). Bei perinataler 
Exposition, d.h. im Zeitraum um die Geburt, können bereits 25 ng BPA/kg Körpergewicht und 
Tag die Brustdrüsenentwicklung bei Mäusen in den morphologischen Strukturen negativ 
beeinflussen, die auch bei der Bildung von Brustkrebs im Menschen ausschlaggebend sind 
(Muñoz-de-Toro et al. 2005). BPA in umweltrelevanter Dosis kann zu morphologischen und 
funktionellen Veränderungen des männlichen und weiblichen Genitaltraktes und der 
Milchdrüsen führen, was wiederum zu früheren Gewebserkrankungen, reduzierter Fertilität 
und Gebärmutter- bzw. Prostatakrebs führen kann (Maffin et al. 2006).  
 
Das durchschnittliche BPA-Level in menschlichem Blut und Gewebe inklusive menschlichem 
Fötalblut ist höher als jenes, welches in Mäusen nachteilige Gesundheitseffekte hervorruft. 
(Vom Saal & Hughes 2005). Es reichert sich bei der Schwangerschaft in der Plazenta von 
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Frauen an und ist auch im Blutkreislauf der Föten in geringerer Konzentration nachzuweisen 
(Schönfelder 2002). Es gibt zahlreiche ältere Beispiele, die weitere negative Auswirkungen 
von BPA auf unterschiedlichste Organismen belegen. Alleine aufgrund der hier genannten 
Beispiele ist, wie bereits von Vom Saal & Hughes (2005) gefordert, eine neue 
Risikobewertung von BPA erforderlich. Es stellt definitiv eine Gefahr für die aquatische 
Umwelt dar, und Folgen für die menschliche Gesundheit sind nicht auszuschließen.   
 
Durch Hitze oder Kontakt mit sauren oder basischen Komponenten wird die Hydrolyse von 
verknüpften BPA-Molekülen in Polycarbonat oder in Harzen beschleunigt. Besonders das 
Erhitzen von Dosen, um Nahrungsmittel zu sterilisieren, die Anwesenheit von sauren oder 
basischen Lebensmitteln oder Getränken in Polycarbonatplastik-Gefäßen und das wiederholte 
Waschen von Polycarbonat-Produkten führen zu einer erhöhten Auslaugungsrate (Brotons et 
al. 1995, Consumers Union 1999, Howdeshell et al. 2003, Kang & Kondo 2002, Kang et al. 
2003, Olea et al. 1996, Raloff 1999), durch die BPA v.a. in die Nahrungskette des Menschen 
gelangt. Insgesamt wird bei diesen Auslaugungsprozessen nur wenig BPA frei, da es in 
Kunststoff und Harzen als Polymer vorliegt (Leisewitz & Schwarz 1998), jedoch sind es 
gerade die niedrigen Konzentrationsbereiche, in denen ED aktiv sind. Aufgrund des 
Nachweises, dass BPA relativ schnell metabolisiert wird (Völkel et al. 2002), jedoch immer 
noch 0,1-10 µg/l im menschlichen Blut, Urin und Gewebe nachgewiesen werden (Ikezuki et 
al. 2002, Schonfelder et al. 2002, Calafat et al. 2005), ist darauf zu schließen, dass der Mensch 
dauerhaft signifikanten BPA-Mengen ausgesetzt ist (Vom Saal & Hughes 2005). 
 
Die Europäische Behörde  für Lebensmittelsicherheit (EFSA) legte 2002 für BPA den 
NOAEL-Wert (No Observed Adverse Effect Level) auf 5 mg/kg Körpergewicht und Tag fest. 
Dieser ist die höchste Dosis eines Schadstoffes, bei der noch keine schädliche Wirkung 
erkennbar ist. Unter Berücksichtgung eines i.d.R. dreistelligen Sicherheitsfaktors geht aus dem 
NOAEL- der TDI-Wert (Tolerable Daily Intake) hervor. Der TDI-Wert ist die auf der Basis 
des Körpergewichtes geschätzte Menge einer Substanz, die ohne nennenswertes Risiko ein 
Leben lang täglich aufgenommen werden kann. Dieser wurde für BPA kürzlich um den Faktor 
5 auf 50 µg/kg Körpergewicht angehoben (EFSA 2007). Die wissenschaftlichen Erkenntnisse, 
die zur Anhebung des TDI-Wertes führten, werden zurzeit noch heftig diskutiert. 
 
BPA ist wesentlich an der Östrogenaktivität beteiligt, die durch Auslaugungen von Deponien 
in die umgebende Umwelt gelangt (Kawagoshi et al. 2003, Coors et al. 2003). In das 
kommunale Abwasser und weiter in die Kläranlagen gelangt es hauptsächlich über 
Industrieabwässer (Wenzel et al. 1998, Fürhacker et al. 2000). Die Hauptemission stellt hier 
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das Recycling von Thermopapier dar, in dem unpolymerisiertes BPA vorhanden ist. 1995 
betrug in Deutschland die identifizierbare Emission von BPA insgesamt etwa 17 Tonnen, 
wobei der reale Wert hierfür deutlich höher geschätzt wurde. Ein Großteil dieser Menge ist im 
Klärschlamm von Abwasserreinigungsanlagen zu finden, jedoch wenigstens eine Tonne auch 
in den Kläranlagenabläufen. Diese Emissionen stammen hauptsächlich aus den Produkten, 
weniger aus den Produktionsprozessen (Leisewitz & Schwarz 1998). Levy (2005) beschrieb, 
dass die Analyse von BPA in Wasserproben, die aus der Alb, einem kleinen Rhein-Nebenfluß, 
oder die aus ihr zuzuordnenden Kläranlagenausläufen stammten, zeigte, dass BPA hierin in 
endokrin relevanten Konzentrationen vorhanden ist und hauptsächlich durch eine Kläranlage 
in den Fluss eingeleitet wird. Es fanden sich 2,5 ng BPA/l in der Nähe der Flußquelle und 
16,2 ng BPA/l im Ablauf einer mündenden Kläranlage. In unteren Flussbereichen erhöhte sich 
der BPA-Gehalt, was in dem Eintrag durch die Kläranlagen gesehen wurde. Diese Ergebnisse 
stimmen im Wesentlichen mit Daten aus weltweit durchgeführten Untersuchungen des BPA-
Gehalts in anthropogen belasteten Oberflächengewässern bzw. in Kläranlagenauslaufwasser 
überein. In einem Bericht des Institutes für Siedlungswasserwirtschaft und Abfalltechnik der 
Universität Hannover (ISAH 2005) wurde im Zulauf einer Braunschweiger Kläranlage eine 
BPA-Konzentration von 1697 ng/l und im Ablauf von immer noch 233 ng/l gefunden. 
Abiotisch findet praktisch kein BPA-Abbau statt (Gülden et al. 1997). Die biologische 
Elimination von BPA in kommunalen Kläranlagen ist insgesamt stark verfahrensabhängig. 
Unter aeroben Bedingungen scheint es mikrobiell gut abbaubar, während anaerob kein Abbau 
beschrieben wird (Ivashechkin 2006). Unter anderem deshalb finden sich große Anteile des 
dem Abwasserreinigungsprozess zugeführten BPA im anaeroben Klärschlamm wieder, der 
landwirtschaftlich genutzt wird. Jedoch bleiben auch bei der aeroben Elimination mindestens 
10 bis 20% BPA im Kläranlagenauslauf (Ivashechkin 2006), deren endokrine Wirkung dann 
im jeweiligen Gewässer nachweisbar ist.  
 
Als PNEC (predicited no effect concentration) bezeichnet man die vorausgesagte 
Konzentration eines in der Regel umweltgefährlichen Stoffes, bis zu der sich keine 
Auswirkungen auf die Umwelt zeigen. Zur Berechnung von PNECs werden im einfachsten 
Fall die Faktoren Effekt- und/oder Lethalkonzentrationen genutzt. Für die Berücksichtigung 
endokriner Effekte wird die Konzentration mit einem Sicherheitsfaktor von 10 gewählt, bei 
der kein Effekt mehr im Reproduktionsverhalten zu beobachten ist. Im European Risk 
Assessment Report für BPA (European Commission 2003) wurde für BPA zunächst ein 
PNEC-Wert von 1600 ng/l festgelegt, basierend auf Tests mit Vertebraten. Hierzu wurde 
jedoch betont, dass die oben beschriebenen Versuchsergebnisse mit aquatisch lebenden 
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Schnecken noch nicht berücksichtigt worden seien, die bei gleichem Sicherheitsfaktor zu 
einem PNEC-Wert von unter 100 ng/l führen würden. Dieser Wert würde durch die oben 
beschriebene BPA-Konzentration im Ablauf der Braunschweiger Kläranlage deutlich 
überschritten. 
 
Die oben genannten Ergebnisse zeigen, dass die herkömmliche biologisch-mechanische 
Klärtechnik nicht in der Lage ist, BPA so weit zu entfernen, dass eine endokrin relevante 
Konzentration für die aquatischen Organismen unterschritten bleibt. Um im Kläranlagenablauf 
Restkonzentrationen von BPA, das sich möglicherweise im anaeroben Sediment der 
Oberflächengewässer anreichern kann (Ivashechkin 2006 ), zu entfernen, bedarf es neuer, 
kostengünstiger Verfahren. Bisherige, neu entwickelte Methoden erwiesen sich als nicht 
effektiv oder unwirtschaftlich. Chen et al. (2006) zeigten, dass der Abbau von BPA inklusive 
toxischer Metabolite durch UV-Bestrahlung nur unter sehr hohen Strahlungsdosen und unter 
Hinzunahme von H2O2 möglich ist. Auch mit Hilfe der Membranfiltration oder zusätzlichen 
nachgeschalteten Sandfiltern kann BPA nicht vollständig entfernt werden (Ivashechkin 2006). 
Eine Möglichkeit könnte hier die Biofiltration bieten. Durch immobilisierte, spezifisch 
bindende Mikroorganismen, z.B. in Form einer Tropfkörperanlage, die leicht und 
kostengünstig zu vermehren sind, könnte BPA im Kläranlagenauslaufwasser entscheidend 
reduziert werden. Die Brauereihefe Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) ist aus der 
Lebensmittelindustrie wohl bekannt und daher als unbedenklich anzusehen. Sie ist in der 
Lage, Fremdproteine auf ihrer Zelloberfläche zu exprimieren, möglicherweise auch  
Bisphenol A-bindende Proteine. Zur Biosorption von Metallen wurde diese Hefe bereits 
eingesetzt (Brady et al. 1994, Wilhelmi et al. 1995, Zhao & Duncan 1997). Ein Biofilter auf 
Basis eines modifizierten S. cerevisiae-Stammes mit spezifisch-BPA-bindenden 
Oberflächenproteinen könnte somit entscheidend zum Gewässerschutz vor endokriner 
Aktivität durch BPA beitragen. 
Oberflächenexpression bei S. cerevisiae 
Die Geschichte der Oberflächenexpression begann Mitte der 80er Jahre, als es Smith (1985) 
gelang, ein Fragment Fremd-DNA in das Gen III eines filamentösen Phagen zu inserieren und 
dieser daraufhin das Fusionsprotein immunologisch nachweisbar auf der Phagenoberfläche 
präsentierte. Daraufhin enstanden weitere, verschiedene Oberflächenexpressionssysteme für 
Phagen (engl. Phage Display), die jedoch alle durch die Größe des Fremdproteins limitiert 
waren (Li 2000). Um dieses Problem zu lösen und die Anwendungsmöglichkeiten zu 
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erweitern, entwickelte man dieses Sytem auf Basis von Bakterien und Hefen weiter. Heute 
sind zahlreiche Anwendungsbeispiele der Oberflächenexpression im Bereich der Biosensorik, 
der Biosorption, der Katalyse mit ganzen Zellen und der Antikörperproduktion zu finden. 
Ebenso wird sie zur Auffindung von Mutationen, zum Screening von Peptidbibliotheken und 
zur Entwicklung oraler Impfstoffe genutzt (Lee et al. 2003). 
 
Das Prinzip der mikrobiellen Oberflächenexpression funktioniert so, dass ein heterologes 
Peptid oder Protein von Interesse (Passagierprotein) als Fusionsprotein mit verschiedenen 
Zellwandankernmotiven (Trägerprotein), welche selber Oberflächenproteine oder Fragmente 
dieser sind, exprimiert wird. Ziel- und Trägerprotein können C-terminal, N-terminal oder mit 
der sogenannten Sandwich-Strategie miteinander fusioniert werden. Die Art und Weise der 
Strategie und der Ort der Fusion im Trägerprotein können dabei entscheidend für die 
Immobilisierungseffizien, Stabilität, spezifische Aktivität und posttranslationale Modifikation 
des Fusionsproteins sein. Die Anforderungen an das Trägerprotein sind vielseitig. Es sollte  
A) ein effizientes Signalpeptid bzw. Transportsignal besitzen, das es dem unfertigen  
Fusionsprotein ermöglicht, die innere Membran zu durchdringen, B) eine starke Ankerstruktur 
haben, um das Fusionsprotein fest an der Zellwand zu halten, C) mit dem einzufügenden 
Protein kompatibel sein, so dass das Fusionsprotein stabil ist und D) proteaseresistent sein, um 
proteolytischem Abbau im periplasmatischen Raum oder Medium entgegenstehen zu können. 
Jedes Trägerprotein hat unterschiedliche, charakteristische Eigenschaften, die mehr oder 
weniger auf eine spezifische Anwendung passen. Ebenso kann das Passagierprotein den 
Transportprozess des Fusionsproteins entscheidend beeinflussen (Lee et al. 2003). So können 
verschiedene Passagierproteine, die mit dem gleichen Trägerprotein fusioniert wurden, 
möglicherweise z.B. durch Dimerbildung, unterschiedlich gut die Zellmembran passieren 
(Stathopoulus et al. 1996). Hierbei kann wiederum die Proteinfaltung, die Präsenz und 
Verteilung von geladenenen oder hydrophoben Aminosäuren im Protein entscheidend sein 
(Maurer et al. 1997, Jose et al. 1996, Nguyen et al. 1995). Auch der Wirtsstamm wirkt sich auf 
die Oberflächenexpression aus. Er sollte kompatibel mit dem Fusionsprotein sein, einfach 
ohne vorzeitige Zelllysis zu kultivieren sein, sowie eine geringe zellwandgekoppelte und 
extrazelluläre Protease-Aktivität besitzen (Lee et al. 2003). Die Wahl des richtigen 
Wirtsstammes sowie des Träger- und Passagierproteins sind somit wichtige Grundlagen für 
eine erfolgreiche Oberflächenexpression. 
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Hefen gelten als die ältesten „domestizierten“ Organismen der Menschheitsgeschichte. Sie 
werden heute neben ihren klassischen Anwendungsgebieten, der Herstellung von Wein, Bier 
und Backprodukten, auch in zahlreichen Gebieten der Biotechnologie und Medizin eingesetzt. 
Neben ihrer Fähigkeit, Zucker zu Alkohol zu vergären und viele Fremdproteine sekretieren zu 
können, ist oftmals auch der Bau ihrer Zellwand ein wichtiges Merkmal für ihren Einsatz. Die 
Brauereihefe S. cerevisiae ist wahrscheinlich der best beschriebene eukaryotische 
Mikroorganismus überhaupt. 1996 wurde die Sequenzierung ihres Genoms mit knapp  
6000 Genen abgeschlossen (Goffeau et al. 1996). Es wird angenommen, dass davon etwa  
1200 Gene die Zusammensetzung und Organisation der Zellwand beeinflussen (De Groot et 
al. 2001). Die Zellwand von S. cerevisiae ist eine robuste und elastische Struktur, die dem 
Zellinneren Schutz vor physikalischen Belastungen und osmotischem Stress bietet (Morris et 
al. 1986, Smith et al. 2000). Sie besteht aus zwei Lagen: die innere, etwa 200 nm dicke 
Schicht (Marquardt 1962) besteht aus geringen Mengen Chitin, v.a. aber aus β1,3-Glucan und 
macht etwa 50-60% des Trockengewichtes der Wand aus. Die äußere Schicht nimmt etwa ein 
Drittel des Zellwandtrockengewichtes ein und setzt sich aus stark glycosylierten 
Mannoproteinen zusammen, die die Zelloberfläche darstellen. Diese dienen der Erkennung 
von Zelle zu Zelle (Baba & Osumi 1987, Cappellaro et al. 1994) und schützen die innere 
Schicht und Membran vor schädigenden Fremdenzymen (De Nobel et al.1990). Die 
Kohlenhydrat-Seitenketten der Oberflächenproteine besitzen multiple Phosphodiesterbrücken, 
die bei neutralem pH-Wert zu einer Vielzahl von negativen Ladungen auf der Zelloberfläche 
führen (Jigami & Odani 1999). Diese Seitenketten sind verantwortlich für den hydrophoben 
Charakter der Zellwand, der zur Rückhaltung von Wasser und als Trockenschutz dient. 
Zellwandproteine sind entweder direkt, kovalent an das β1,3-Glucan-Chitin-Netzwerk oder 
indirekt über das eingelagerte β-1,6-Glucan gebunden. Darüberhinaus sind auch noch einige 
Proteine über Disulfidbrücken an andere Zellwandproteine gebunden (Orlean et al. 1986, 
Moukadiri et al. 1999). 
 
Es gibt zwei Hauptklassen von Proteinen, die an Zellwandpolysaccharide von S. cerevisiae 
gebunden sind: GPI-Proteine (Glycosylphosphatidylinositol-) und Pir-Proteine (protein with 
internal repeats-). Die Pir-Proteine sind direkt an das β1,3-Glucan gebunden und alle gleich 
organisiert. Sie besitzen ein N-terminales Signalpeptid, eine Kex2-Site, einen sich 
wiederholenden Sequenzabschnitt und eine hochkonservative C-terminale Region mit vier 
Cystein-Resten in einem konservativen Raummuster. Vermutlich sind sie für die Stärkung der 
Zellwand bei Stress zuständig. Die GPI-Proteine sind indirekt über das β1,6-Glucan an das 
β1,3-Glucan gebunden. Vielen GPI-Proteinen gemeinsam sind sich wiederholende Sequenzen 
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und Serin/Threonin-reiche Regionen (Klis et al.2002). Bei ihrer Prozessierung besitzen sie am 
C-Terminus eine hydrophobe Signalsequenz, die im Endoplasmatischen Retikulum entfernt 
und durch GPI ersetzt wird. Das GPI wurde zuvor aus Phosphatidylinositol, Ethanolamin und 
Zuckern synthetisiert (Benachour et al. 1999, Gaynor et al. 1999). Über den Golgi-Apparat 
werden sie dann zu ihrem Bestimmungsort transportiert. Dieser wird dabei über die 
Aminosäuren im C-terminalen Bereich des Proteins, der sog. ω-Region, festgelegt (Hamada et 
al. 1999). Das fertige Oberflächenprotein behält am Ende nur einen Rest des ursprünglichen 
GPI-Proteins, mit dem es letztlich an das β-1,6-Glucan bindet (Kollar et al. 1997). Während 
einige GPI-Proteine dauerhaft an der Plasmamembran verbleiben, werden andere weiter 
prozessiert und durch kovalente Bindung an die Zellwandglucane in die Zellwand integriert. 
Dabei ist der GPI-Biosyntheseweg für die Hefezelle wachstums- und lebensnotwendig (Pittet 
& Conzelmann 2007). Von der Genomsequenz ausgehend wird angenommen, dass es  
ca. 60 GPI-Proteine gibt, wovon einige Enzymaktivität besitzen, die für die Biosynthese und 
kontinuierliche Anpassung der Zellwand nötig ist. Andere scheinen Strukturelemente der 
Zellwand zu sein und wieder andere vermitteln die Zelladhäsion (Pittet & Conzelmann 2007). 
In vielen Fällen ist aber die genaue Funktion noch unbekannt (Klis et al. 2002). Viele von 
ihnen können durch den Zellwandverdau mit Glucanase extrahiert werden. Dazu gehören auch 
die Agglutinine und Flocculine. Während die Agglutinine (Agα1und Aga1) Paarungstyp-
spezifisch sind und die direkte Adhäsion zwischen Zellen unterschiedlichen Paarungstyps 
vermitteln (Lipke & Kurjan 1992), spielen die Flocculine (Flo1, Des1, Cwp1, Cwp2, Tip1, 
Tir1/Srp1) eine wichtige Rolle in der Flokkulation der Zellen (Miki et al. 1982, Teunissen et 
al. 1993). Beide zusammen werden momentan am häufigsten für die Expression mit 
Passagierproteinen in Eukaryoten genutzt. Es gibt zahlreiche Anwendungsbeispiele hierfür. 
Kondo & Ueda (2004) fassten erfolgreiche Anwendungen von Fusionsproteinen, bestehend 
aus GPI-Ankern und folgenden Passagierproteinen, in Hefen zusammen: Amylase, Zellulase, 
Lipase, Histidin-Oligopeptide, ED- und Zellulose-Bindeproteine, fluoreszierende Proteine, 
Protein A-Derivate, Single-Chain Antikörper und Single-Chain T-Zellen Rezeptoren, 
Antikörper Fab-Fragment, kombinatorische Proteinbibliotheken. Ob ein „cell-surface display“ 
erfolgreich ist, hängt wie in diesem Kapitel bereits beschrieben von vielen Faktoren ab. Es gibt 
Bestrebungen, u.a. durch Homologievergleich mit anderen bekannten Proteinstrukturen, 
Vorhersagen treffen zu können, in wie weit sich ein Protein gut oder weniger gut auf der 
Zelloberfläche exprimieren lässt (Suzuki et al. 1995, Xu & Lee 1999). Derzeit gibt es aber 
noch keine Möglichkeit von Vorabtests, so dass man meist auf einen nachträglichen 
Immunofluoreszenz-Nachweis, also eine Anfärbung mit einem Antikörper, der spezifisch an 
das  Passagierprotein bindet, angewiesen ist (Adams et al. 2005).  
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Erfahrungsgemäß scheinen eukaryotische Wirte grundsätzlich für die Produktion von  
funktionellen, membrangekoppelten eukaryotischen Proteinen besser geeignet als 
Prokaryonten (Grisshammer 2006), was an einer langsameren Translations- und Faltungsrate 
gegenüber Bakterien liegen kann (Widmann & Christen 2000). S. cerevisiae wird als 
besonders guter Wirt für die Oberflächenexpression von Proteinen beschrieben. Diese Hefe 
gilt als biologisch sicherer Organismus, GRAS-Organismus (generally recognized as safe), 
von dem keine Gefahren für die Gesundheit ausgehen, weshalb sie auch im Lebensmittel- und 
pharmazeutischen Bereich Einsatz findet (Kondo & Ueda 2004). Da sie ein eukaryotischer 
Organismus ist, entsprechen ihre Proteinfaltungs- und Sekretionswege denen von 
Säugerzellen, was gegenüber bakteriellen Systemen eine bessere Prozessierung erwarten lässt. 
Ihre guten Fermentierungseigenschaften sind wohl bekannt. Passagierproteine können leicht 
durch Fusion mit einem GPI-Anker oder über Disulfidbrücken oberflächenexprimiert werden 
(Lee et al. 2003). Die Inkorporationseffizienz eines Fusionsproteins hängt dabei u.a. von der 
Wahl des Zellwandankers ab. Die GPI-Zellwandanker Cwp2 und Sed1 zeigten in einem 
Vergleich verschiedener Ankerproteine die höchste Inkorporationseffizienz (Van der Vaart et 
al. 1997). Aga1 ist in einem kommerziell erhältlichen Oberflächenexpressionssystem für  
S. cerevisiae bereits etabliert. Die Expression eines Fusionsproteins auf Basis eines BPA-
Rezoptors als Passagierprotein und den Zellwandankern Cwp2, Sed1 und Aga1 in  
S. cerevisiae erscheint somit als erfolgversprechend. 
Das Old Yellow Enzyme aus Saccharomyces 
Das Old Yellow Enzyme (OYE) ist das wohl älteste bekannte Flavin anhängige Enzym, das 
seit mehr als einem halben Jahrhundert als Modellprotein für die Familie der Flavoenzyme 
dient. Wartburg & Christian (1932) isolierten erstmals das „Gelbe Ferment“ aus S. cerevisiae. 
Fast 60 Jahre später konnte das OYE-Gen aus Saccharomyces carlsbergensis kloniert werden 
(Saito et al. 1991), was weitere Untersuchungen dieses Proteins erheblich erleichterte. Eine 
zusätzliche Variante des OYE-Gens mit sehr hoher Ähnlichkeit wurde 2 Jahre später aus  
S. cerevisiae isoliert und das Isoenzym OYE2 untersucht (Stott et al. 1993). Niino et al. (1995) 
fanden noch ein drittes Gen in S. cerevisiae für das OYE3-Isoenzym, welches sich von den 
zuvor entdeckten Formen in Sequenz und Eigenschaften etwas mehr unterscheidet, als diese 
untereinander. Jedes der drei beschriebenen OYE-Gene codiert 400 Aminosäuren und führt zu 
einem Protein von etwa 45 kDa Molekulargewicht (Niino et al. 1995). Fox & Karpuls 
beschrieben 1994 die Röntgenkristallstrukturanalyse von OYE und trugen so erheblich zur 
Klärung der Raumstruktur und diverser Ligandenbindungen bei. Heute sind zahlreiche 
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Homologe des OYEs in anderen Organismen bekannt, u.a. in den Hefen Candida albicans 
(Madani et al. 1994), Kluyveromyces lactis (Miranda et al. 1995) und Schizosaccharomyces 
pombe (Wood et al. 2002) , aber auch in Bakterien, Pflanzen und sogar in dem Nematoden 
Caenorhabditis elegans (Williams & Bruce 2002). 
 
OYE besitzt NADPH-Oxidoreduktaseaktivität (EC 1.6.99.1) und besteht aus einem 
Apoprotein und einem Flavinmononucleotid (FMN) als prosthetische Gruppe (Thorell 1955). 
In Lösung ist OYE als Dimer aktiv. Die Aminosäuren, die an der Interaktion der beiden 
Einheiten beteiligt sind, sind wohl bekannt (Schopfer & Massey 1991). Bei der enzymatischen 
Reaktion dient höchst wahrscheinlich NADPH als physiologischer Reduktant. Für die 
Rückoxidation können Quinone, Fe3+, Cytochrome C und Methylenblau (Massey et al. 1969) 
sowie Ferricyanide als Substrat dienen. Molekularer Sauerstoff kann diese Reaktion 
beeinflussen. Das physiologische Substrat und damit die physiologische Rolle von OYE sind 
jedoch bis heute unbekannt. Nur α/β-ungesättigte Aldehyde und Ketone sowie cyclische 
Enone, z.B. 2-Cyclohexenon, konnten bisher als Substrat für die reduktive Halbreaktion 
nachgewiesen werden (Williams & Bruce 2002). Jüngere Versuchsergebnisse weisen darauf 
hin, das OYE an dem Schutz des Cytoskeletts vor oxidativem Stress (Haarer & Amberg 2004) 
und vor Acrolein-Toxizität (Trotter et al. 2006) beteiligt ist. 
 
Abramovitz & Massey (1976) fanden über die Spektraleigenschaften heraus, dass OYE in der 
Lage ist, phenolische Substanzen unter Bildung eines Ladungstransferkomplexes zu binden. 
Bei der Bildung dieses Komplexes sind der Isoalloxazinring des Flavins sowie einige 
Aminosäuren in seiner Umgebung maßgeblich beteiligt. Sie zeigten, dass OYE   
p-Hydroxybenzaldehyd und den endokrinen Disruptor β-Estradiol binden kann. Das homologe 
Estrogen Binding Protein (EBP) aus Candida albicans vermag, wie es der Name bereits sagt, 
ebenfalls β-Estradiol, aber auch Phenol und Nortestosteron zu binden, was mit einer Inhibition 
der NADPH-Oxidoreduktaseaktivität einhergeht (Buckman & Miller 1998). Mergler (2003) 
fand deutliche Hinweise, dass auch das homologe Kluyveromyces Yellow Enzyme in 
immobilisierter Form auch BPA zu binden vermag. Das OYE scheint somit ein geeigntes 
Protein, um BPA und eventuell auch andere ED zu binden und die Affinität eines 
Mikroorganismus durch Oberflächenexpression zu steigern. Die Fusion des OYEs aus 
Saccharomyces mit einem Zellwandanker aus selbigen und die Oberflächenexpression des 
Fusionsproduktes in Saccharomyces würde das Proteom dieser Hefe nur minimal beeinflussen 
und lässt eine erfolgreiche Prozessierung erwarten. 
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Zielsetzung 
In dieser Arbeit sollte ein Mikroorganismus gentechnisch so modifiziert werden, dass er den 
endokrinen Disruptor BPA über ein hochaffines Oberflächenprotein zu binden vermag und so 
als billiges, zu immobilisierendes Adsorptionsmaterial für einen Biofilter dienen kann. 
Mergler (2003) zeigte bereits anhand von Pichia pastoris, dass eine BPA-Affinitätssteigerung 
bei Hefezellen durch eine heterologe Oberflächenexpression möglich ist. Die Wahl des 
Organismus und der Fusionsproteinbestandteile zur Oberflächenexpression sollten dabei so 
aufeinander abgestimmt werden, dass eine erfolgreiche Prozessierung und gute 
Adsorptionseigenschaften zu erwarten sind. Ebenso sollte eine mögliche Zulassung zur 
Freisetzung und Inverkehrbringen (§16 GenTG) des neu entstehenden „Gentechnisch 
veränderten Organismus“ (§ 3 Abs. 3 GentTG) durch die gewählte Kombination erleichtert 
werden. 
 
Als BPA-Bindeprotein wurde das OYE1 aus Saccharomyces carlsbergensis gewählt, dessen 
Gen aus einem Vorgängerprojekt (Hahn et al. 2004) bereits kloniert vorlag. Mit Hilfe 
geeigneter Computersoftware sollte ein manuelles Docking des BPA-Moleküls mit dem OYE-
Protein auf Basis von Homologien simuliert werden, um potentielle Liganden-Protein-
Interaktionen nach in silico-Mutagenesen abschätzen und so aussichtsreiche Mutanten 
eingrenzen zu können. Möglicherweise affinitätssteigernde in silico-Mutationen sollten mit 
Hilfe computergestützter Sekundärstrukturvorhersage auf Proteinstrukturänderungen geprüft 
und dann mittels PCR-Punktmutagenese realisiert werden. Die daraus resultierenden 
Proteinmutanten sollten aufgereinigt und in Bindungstests bezüglich ihrer BPA-
Bindungsfähigkeit verglichen werden. Dabei sollten auch ggf. bereits bestehende Mutationen 
aus einem Vorgängerprojekt (Hahn et al. 2004) eingesetzt werden. Das mutierte Protein, 
welches die größte Menge BPA pro Zeiteinheit zu binden vermochte, sollte als 
Passagierprotein für die Oberflächenexpression dienen. 
 
Die GPI-Zellwandanker Cwp2, Sed1 und Aga1 aus S. cerevisiae als Trägerproteine sollten mit 
dem mutageneseoptimierten OYE auf DNA-Basis fusioniert und unter der Kontrolle starker 
Promotoren auf der Oberfläche von S. cerevisiae exprimiert werden. Der Beweis, dass sich die 
Fusionsprodukte auf der Zelloberfläche befinden, sollte mittels eines spezifisch bindenden 
Fluoreszenzantikörpers erfolgen. Die daraus resultierenden neuen Stämme und der 
Wildtypstamm sollten in Gleichgewichtsversuchen auf ihre BPA-Affinität hin verglichen 
werden. 
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2. Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Chemikalien 
 
Acetonitril      (Roth, Karlsruhe) 
Agar        (Roth, Karlsruhe) 
Agarose, SeaKem® GTG®- (Cambrex Bio Sciences Rockland, 
Rockland, USA) 
Aminosäuren, diverse     (Roth, Karlsruhe) 
Ammoniumsulfat      (Roth, Karlsruhe) 
Ampicillin-Natriumsalz     (Roth, Karlsruhe) 
BPA       (Merck, Darmstadt) 
BSA       (Roth, Karlsruhe) 
Calciumchlorid     (Merck, Darmstadt) 
Casaminosäuren      (Difco Laboratories, Livonia, USA) 
Chelating Sepharose™ Fast Flow    (Amersham Biosciences, Uppsala, S) 
Chemolumineszenz Substrat     
Immun-Star™HRP Peroxide Buffer + Luminol (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) 
Coomassie Brilliant Blue R 250   (Serva, Heidelberg) 
2-Cyclohexen-1-on     (Sigma-Aldrich, Steinheim)  
D (+)-Galaktose      (Roth, Karlsruhe) 
D (+)-Glukose      (Roth, Karlsruhe) 
Essigsäure      (Roth, Karlsruhe) 
Ethidiumbromid     (Roth, Karlsruhe) 
Glukoseoxidase     (Roth, Karlsruhe) 
Glycerin       (Merck, Darmstadt) 
Glyclglycin      (Roth, Karlsruhe) 
Hefeextrakt       (Merck, Darmstadt) 
Hefe-Stickstoff-Basis     (Remel, Lenexa, USA) 
Imidazol      (Roth, Karlsruhe) 
IPTG       (Roth, Karlsruhe) 
Kaliumacetat       (Roth, Karlsruhe) 
Kaliumchlorid      (Fluka, Buchs, CH)  
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Kaliumdihydrogenphosphat    (Roth, Karlsruhe) 
Kanamycinsulfat     (Roth, Karlsruhe) 
Kochsalz       (Roth, Karlsruhe) 
Manganchlorid     (Merck, Darmstadt) 
Methanol      (Roth, Karlsruhe) 
MOPS       (Roth, Karlsruhe) 
Myoglobin      (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
Natriumazid      (Merck, Darmstadt) 
Natriumdihydrogenphosphat    (Roth, Karlsruhe) 
Dinatriumhydrogenphosphat
    
(Roth, Karlsruhe) 
Natriumhydroxid     (Merck, Darmstadt) 
NADPH      (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
Ovalbumin      (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
Pepton       (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
Protein Assay      (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) 
Roti-Load1-Puffer      (Roth, Karlsruhe) 
Rubidiumchlorid     (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
SDS       (Roth, Karlsruhe) 
TRIS        (Roth, Karlsruhe) 
Tween 20      (Roth, Karlsruhe) 
2.1.2 Kits 
 
GeneTailor™ Site-Directed Mutagenesis System  (Invitrogen, Karlsruhe) 
One Shot® MAX Efficiency®  
DH5α™ -T1R Competent Cells    (Invitrogen, Karlsruhe) 
pYD1 Yeast Display Vector Kit    (Invitrogen, Karlsruhe) 
QIAprep® Spin Miniprep Kit    (Qiagen, Hilden) 
QIAquick® PCR Purification Kit    (Qiagen, Hilden) 
QIAquick® Gel Extraction Kit    (Qiagen, Hilden) 
S.c. EasyComp™ Transformation Kit   (Invitrogen, Karlsruhe) 
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2.1.3 Mikroorganismen 
 
Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS  (Novagen, Madison, USA) 
Escherichia coli DH5α-T1R   (Invitrogen, Karlsruhe) 
Saccharomyces cerevisiae ATCC24858  (Institut für Biologie IV, RWTH Aachen) 
Saccharomyces cerevisiae CEN.PK2-1C  (Institut für Biologie IV, RWTH Aachen) 
Saccharomyces cerevisiae EBY100   (Invitrogen, Karlsruhe) 
2.1.4 Molekulargewichtsmarker 
 
Mark12™ MW Standard    (Invitrogen, Karlsruhe) 
Marker λ HindIII     (Institut für Biologie IV, RWTH Aachen) 
Marker X     (Institut für Biologie IV, RWTH Aachen) 
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot) 
TrackIt™ λ DNA/HindIII Fragments  (Invitrogen, Karlsruhe) 
TriDye™ 2-Log DNA Ladder, 0.1-10.0 kb (New England Biolabs Inc., Beverly, USA) 
2.1.5 Antikörper     
 
Anti-His(C-term)-Fluoreszein Isothiocyanat (FITC)-konjugierter Antikörper 
Anti-His(C-ter m)-Meerrettichperoxidase (HRP)-konjugierter Antikörper 
Anti-Xpress™-Fluoreszein Isothiocyanat (FITC)-konjugierter Antikörper 
2.1.6 Plasmide 
 
pET-24a (+)-OYE     (Institut für Biologie IV, RWTH Aachen) 
pET-24a (+)-OYE-N194D    (Institut für Biologie IV, RWTH Aachen) 
pUC19      (Invitrogen, Karlsruhe)  
pYD1       (Invitrogen, Karlsruhe) 
pFB2 (Institut für Angewandte Molekularbiologie, 
Universität des Saarlandes) 
(Invitrogen, Karlsruhe) 
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2.1.7 Restriktionsenzyme  
 
BglII      (Fermentas, St. Leon-Rot) 
EcoRI    (New England Biolabs Inc., Beverly, USA) 
HindIII     (New England Biolabs Inc., Beverly, USA) 
HincII      (Fermentas, St. Leon-Rot) 
NotI      (New England Biolabs Inc., Beverly, USA) 
SalI      (Roche Diagnostics, Mannheim) 
XbaI      (Fermentas, St. Leon-Rot) 
 
2.1.8 Weitere Enzyme 
 
AccuPrime Taq DNA  
Polymerase High Fidelity   (Invitrogen, Karlsruhe) 
Antarktische Phosphatase    (New England Biolabs Inc., Beverly, USA) 
Benzonase     (Merck,Darmstadt) 
Lysozym     (Merk, Darmstadt) 
Platinum®Pfx DNA Polymerase  (Invitrogen, Karlsruhe)  
T4 DNA Ligase    (New England Biolabs Inc., Beverly, USA) 
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2.1.9 Nährmedien 
 
Zur Herstellung von festem Medium wurde zusätzlich zu den folgenden Komponenten 2% 
Agar vor dem Autoklavieren zugesetzt.  
 
Dextrose-Minimalmedium (DMM) mit Aminosäuren: 
0,67%  Hefe-Stickstoff-Basis (ohne Ammoniumsulfat und Aminosäuren) 
0,5%  Ammoniumsulfat 
2,0%  D-Glukose 
0,01%  Aminosäure (Histidin, Leucin und/oder Tryptophan) 
 
Hefeextrakt-Pepton-Dextrose-(YPD-) Medium: 
1,0%  Hefeextrakt 
2,0%  Pepton 
2,0%  D-Glukose 
 
Hefe-Stickstoff-Basis-Medium mit Casaminosäuren (YNB-CAA): 
0,67%  Hefe-Stickstoff-Basis (ohne Ammoniumsulfat und Aminosäuren) 
0,5%  Ammoniumsulfat 
2,0%  D-Glukose oder D-Galaktose  
0,5%  Casaminosäuren  
 
Luria-Bertami-(LB-) Medium (nach Ausubel et al. 1991): 
1,0%  Pepton  
1,0%  Kochsalz 
0,5%  Hefeextrakt  
50 µg/ml  Kanamycin oder 125 µg/ml Ampicillin (falls Selektivmedium)    
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2.1.10 Oligonukleotide 
 
Tab. 1: Primer und andere Oligonukleotidsequenzen (Metabion, Martinsried), die im Rahmen dieser 
Arbeit verwendet wurden.  Die Austauschbasen der Punktmutagenese-Primer sind fett hervorgehoben. 
 
Name Sequenz 5´→3´ Zweck Template 
Primer F250Y TCCCCATACGGTGTTTACAACAGTATGTCT 
Primer F250Y-
rev 
AAACACCGTATGGGGACAATCT
CAAACCAAC 
PCR-Punktmutagenese 
von OYE-F250Y 
pET24a (+)-
OYE 
 
Primer F296Y CGTGTAACTAACCCATACTTGACTGAAGGG 
Primer F296Y-
rev 
ATGGGTTAGTTACACGAGGTTCA
ACCAAATG 
PCR-Punktmutagenese 
von OYE-F296Y 
pET24a (+)-
OYE 
 
Primer F296S CGTGTAACTAACCCATCCTTGACTGAAGGG 
Primer F296S-
rev 
ATGGGTTAGTTACACGAGGTTCA
ACCAAATG 
PCR-Punktmutagenese 
von OYE-F296S 
pET24a (+)-
OYE 
 
Primer N194D-
P295H 
GAACCTCGTGTAACTAACCACTT
CTTGACTGAA 
Primer N194D-
P295H-rev 
GTTAGTTACACGAGGTTCAACCA
AATGAAC 
PCR-Punktmutagenese 
von OYE-N194D-P295H 
pET24a (+)-
OYE-N194D 
 
Primer OYE-
N194D 
AAAGAATTCTCATTTGTAAAAG
ATTTTAAGCCACAAGC 
Primer OYE-
N194D-rev 
TTTGTCGACCTTTTTGTCCCAGC
CTAATTTGAGAGC 
PCR-Isolation und  
Terminus-Modifkation  
von OYE-N194D 
zur Insertion in Vektor pFB2 
pET24a (+)-
OYE-N194D 
 
Primer SedI AAATCTAGAATGAAATTATCAACTGTCCTATTATCTGCCGG 
Primer SedI-
bwd 
TTTAGATCTTTATAAGAATAACA
TAGCAACACCAGCC 
PCR-Isolation und  
Terminus-Modifkation des 
Zellwandankers Sed1 zur 
Isertion in Vektor pFB2 
S. cerevisiae 
ATCC24858 
(ganze 
Zellen) 
Linker 
TCGACGATCTGTACGACGATGA
CGATAAGGCTAGTGGTGGTGGT 
GGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGG
TGGTGGTGGTTCTT  
Linker-rev 
CTAGAAGAACCACCACCACCAG
AACCACCACCACCAGAACCACC
ACCACCACTTGCCTTATCGTCAT
CGTCGTACAGATCG  
fertiges Insert eines Gly/Ser-
Linker zur Insertion  
in Vektor pFB2 
 
 
 
Primer T7 CATAAACACACAGTATGTTTTTAAGCTTCTG 
Primer OYE  
(bwd) 
AAAGCGGCCGCCTTTTTGTCCCA 
GCCTAAT 
Kontrollsequenzierung 
 
pYD-ALO 
 
Primer pFB-
OYE-N194D -
fwd 
GAAATTCACAGTGCTGACGG  
Primer pFB-
OYE-N194D 
bwd 
CATCGGCTCTAGTATTGGAA  
Kontrollsequenzierung 
 
pFB-KOC, 
pFB-KOLC 
 
Primer pFB-
OYE-N194D 
fwd 
GAAATTCACAGTGCTGACGG  
Primer Sed 1 
bwd 
TTTAGATCTTTATAAGAATAACA
TAGCAACACCAGCC 
Kontrollsequenzierung 
 
pFB-KOLS 
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2.1.11  Puffer und Reagenzien 
 
Antikörper-Reagenz für den Western Blot: 
Blockierungsreagenz  
0,1 U/ml  HRP-gekoppelter Antikörper  
 
Blockierungsreagenz-Reagenz für den Western Blot: 
PBST 
3%  Rinderserumalbumin  
 
Blotting-Puffer für den Western Blot: 
48 mM  TRIS    
39 mM  Glycin   
0,00375% SDS (10%ig)  
20%  Methanol   
 
Natriumphosphat-Puffer 100 mM, pH7,0  für diverse Zwecke: 
100 mM  Natrium-Dihydrogenphosphat 
500 mM Kochsalz (nur bei Hochsalzpuffer für IMAC zugesetzt) 
pH7,0  ad Natriumhydroxid 
 
PBS und PBST für den Western Blot: 
137 mM  Kochsalz   
2,7 mM  Kaliumchlorid   
1,8 mM  Kalium-Dihydrogenphosphat  
10 mM  Dinatriumhydrogenphosphat
 
 
0,05%   Tween 20 (nur bei PBST) 
pH7,3   ad Natriumhydroxid  
 
TAE-Puffer (50 X) für die Gelelektrophorese:  
2 M  TRIS 
0,0571% Eisessig 
10%  EDTA 0,5 M, pH8,0 
(Zum Einsatz in der Gelelektrophorese wurde dieser Puffer 1:50 verdünnt.) 
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TFB I für die Herstellung kompetenter E. coli-Zellen: 
10 mM Calciumchlorid 
15%   Glycerin 
30 mM  Kaliumacetat 
100 mM Rubidiumchlorid 
50 mM Manganchlorid 
 
TFB II für die Herstellung kompetenter E. coli-Zellen: 
10 mM  MOPS 
10 mM  Rubidiumchlorid 
75 mM  Calciumchlorid 
15%   Glycerin 
2.2 Computergestützte Methoden  
2.2.1 Modellierung des BPA-Protein-Bindungskomplexes und in silico-
Mutagenese 
 
Mit Hilfe des Computer-Programms PyMOL™ Version 0.97 (DeLano Scientific, San Carlos, 
USA) wurde ein Modell des Bindungskomplexes, bestehend aus dem OYE und BPA, erstellt. 
Als Ausgangsmaterial für diese Modellierung  diente die bereits bekannte Kristallstruktur des 
OYEs, komplexiert mit p-Hydroxybenzaldehyd, die von Fox &  Karplus (1994) beschrieben 
wurde. Die Raumstrukturdaten für diesen Komplex sind in der RCSB Proteindatenbank (PDB) 
unter dem Identfikationscode „1OYB“ verfügbar. Mit  PyMOL™  wurde das in der 
Bindungstasche des Proteins liegende p-Hydroxybenzaldehyd unter Berücksichtigung seiner 
Position durch BPA ersetzt. Danach wurde der Austausch einzelner Aminosäuren in der 
Bindungstasche simuliert, um so auf mögliche veränderte Interaktionsverhältnisse zwischen 
Protein und Ligand schließen zu können. Diese in silico-Mutagenesen dienten als Vorlage für 
in vitro-Versuche, bei denen die Methode der PCR-Mutagenese angewandt wurde. 
2.2.2 Mutagenese-Bewertung mittels des Ramachandran Plots 
 
Ein Ramachandran Plot ist ein Diagramm, das die statistische Verteilung der 
Torsionswinkelpaare (Abbildung 2), bestehend aus den Winkeln ψ (Psi) und φ (Phi), innerhalb 
der Hauptkette eines Proteinmoleküls darstellt. Er ist für einen bestimmten Typ von Protein 
charakteristisch, und man kann mit seiner Hilfe die Häufigkeit von α-Helices, β-Faltblättern 
und anderen Protein-Sekundärstrukturen im Molekül abschätzen (Ramachandran et al. 1963). 
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Abb. 2 : Die Torsionswinkel ψ und φ im Proteinrückrad. Cα: zentrales C-Atom der Aminosäure, 
Cβ: erstes C-Atom der Seitenkette, ↑: Hinweis auf Peptidbindung (planar und lässt keine Rotation zu) 
Darstellung nach: http://boscoh.com/protein/the-mysterious-regions-of-the-ramachandran-plot 
 
Bestimmte ψ-φ-Winkelkombinationen sammeln sich in Bereichen des Plots und stehen für eine 
bestimmte Sekundärstruktur (Abbildung 3). Dieses Phänomen wird durch sterische 
Hinderungen der Aminosäuren untereinander erklärt. Dabei nehmen die Aminosäuren Prolin 
(Ho et al. 2003), Glycin und Präprolin (Ho & Brasseur 2005) Sonderstellungen gegenüber allen 
anderen ein (Ho & Brasseur 2005). Als Präprolin bezeichnet man eine dem Prolin 
vorhergehende Aminosäure (MacArthur & Thornton 1991). 
 
 
 
Abb. 3: Beispiel für die Zonen in einem Ramachandran Plot 
 
 
Abbildung 3 zeigt ein Beispiel für die Zonen im Ramachandran Plot, die sich aus der Mehrheit 
von Punkten ergeben,  wobei jeder Punkt für ein ψ-φ-Winkelpaar steht. Im rot und blau 
gekennzeichneten Bereich liegen keine sterischen Hinderungen durch die Seitenkettenatome 
vor. Es kann sich eine ideale Sekundärstruktur bilden. Geht man von leicht verkürzten van der 
Waals-Radien aus, so sind im grünen Bereich auch andere Sekundärstrukturen möglich. Im 
weißen Bereich kommen sich die Atome näher als die Summe ihrer van der Waals-Radien, was 
zu sterischen Hinderungen führen sollte (Lanig 2005). Mit dem Internet-Programm WHAT IF, 
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beschrieben durch Vriend, G. (1990),  wurde ein Ramachandran Plot der simulierten Mutanten 
und des Wildtyp-OYE erstellt und diese miteinander verglichen. 
 
2.2.3 Sekundärstrukur-Ermittlung mittels GOR IV 
 
GOR IV ist ein frei zugängliches Internetprogramm, das die Vorhersage von 
Sekundärstrukturen innerhalb eines Proteins ermöglicht. Es wurde von Garnier et al. (1996) 
beschrieben und unterscheidet mit einer Genauigkeit von 64,4% zwischen Helix-, Faltblatt- und 
Coil-Struktur. Die ermittelten Sekundärstrukturen der in silico-Mutanten wurden so mit der des 
Wildtyp-OYE verglichen. 
2.3 Molekulargenetische und mikrobielle Methoden 
2.3.1 Plasmid-DNA-Isolation aus E. coli 
 
Die Gewinnung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli (E. coli) erfolgte mittels alkalischer 
Lyse mit einem QIAprep® Spin Miniprep Kit nach Herstellerangabe. Zur gleichzeitigen 
Untersuchung großer Stückzahlen verschiedener Übernachtkulturen wurde alternativ die 
Methode der „Boiling Präparation“, wie von Mülhardt (2003) beschrieben, angewandt.  
2.3.2 Agarose-Gelelektrophorese 
 
Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten in Agarose-Gelen erfolgt nach der 
Methode von Sambrook et al. (1989). Es wurden stets 1,0%ige Agarose-Gele (1% Agarose 
(w/v) in TE-Puffer) verwendet. Die Anfärbung der Gele erfolgte ca. 30 Sekunden lang mit einer 
Ethidiumbromid-Lösung (0,8 mg/l). Nach Entfärben im Wasserbad erfolgte die Auswertung auf 
dem UV-Lichtfeld. Als Größenstandard wurde stets der DNA-Marker „TrackIt ™ 
λDNA/HindIII Fragments“ verwendet. 
2.3.3 Restriktionsverdau 
 
Der Verdau von Plasmid-DNA mit Endonukleasen für Klonierungsversuche oder zur 
Identifikation wurde nach den Angaben des Enzymherstellers durchgeführt. Als 
Ausgangsmaterial dienten stets aus E. coli DH5α-T1R mittels Spin-Präparation isolierte 
Plasmide. 
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2.3.4 DNA-Sequenzierung 
 
DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma Sequiserv (Vaterstetten) durchgeführt. 
2.3.5 Genisolation mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Zur Isolation und Modifikation einzelner Gene wurde die Polymerase-Kettenreaktion (Mullis et 
al. 1994) eingesetzt. Als Template dienten stets Plasmid-DNA oder ganze Zellen des Stammes 
S. cerevisiae ATCC24858. Das kettenreaktion-katalysierende Enzym war die Platinum®Pfx 
DNA Polymerase, nach deren Herstellerangabe die Zusammensetzung der Ansätze sowie die 
Thermozyklen festgelegt wurden.    
2.3.6 Klonierung 
 
Zur Klonierung eines Gens in einen der Oberflächenexpressionsvektoren (pYD1, pFB2) wurde 
das jeweilige Plasmid eines Doppelverdaus unterzogen und so an den gewählten 
Restriktionschnittstellen geöffnet. Im Fall einer Inkompatibilität der beiden Enzyme bezüglich 
des Puffersystems wurden alternativ zwei Einzelverdaue nacheinander mit vorheriger 
Umpufferung durchgeführt. Das relevante Restriktionsfragment wurde nach Auftrennung durch 
Agarose-Gelelektrophorese, Färbung mit Methylen-Blau und Entfärbung im Wasserbad mit 
dem QIAquick® Gel Extraction Kit isoliert. Die freien Enden des Vektors wurden nach 
Herstellerangabe mit antarktischer Phosphatase dephosphoryliert. Das zu klonierende Gen, im 
Folgenden als Insert bezeichnet, wurde entweder ebenfalls durch Restriktionsverdau, durch 
PCR-Isolation oder durch Oligonucleotidsynthese gewonnen. Im Fall eines PCR-Isolates wurde 
dieses wie der zugehörige Vektor verdaut und mittels des QIAquick® PCR Purification Kits 
gereinigt. Das Vektorfragment und das Insert wurden in einem molaren Verhältnis von 1 zu 6 
über Nacht bei 18°C mit T4 DNA Ligase ligiert. Der Ligationsansatz wurde in E. coli  
DH5α-T1R transformiert und auf LBA-Festmedium selektiert. Aus den resultierenden 
Kolonien wurde die Plasmid-DNA erneut isoliert und durch Sequenzierung kontrolliert.   
2.3.7 PCR-Mutagenese 
 
Zum gezielten Austausch einzelner Aminosäuren im OYE auf DNA-Ebene wurde das Gene 
Tailor Site-Directed Mutagenesis System-Kit verwendet. Ein solches, kommerziell 
erhältliches System bietet den Vorteil, dass viele zugehörige Kit-Komponenten aufeinander 
abgestimmt sind und bereits in ausreichender Qualität und Quantität vorliegen. 
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Bei dieser Art der Mutagenese wird das Ausgangsplasmid, welches das Gen des Zielproteins 
beinhaltet, zunächst methyliert. Die methylierte DNA dient dann als Template für die 
darauffolgende PCR. Der Ort des Basenaustausches wird auf einem der sich überlappenden 
Primern festgelegt und zwar in 3´-Richtung direkt hinter der Überlappungsregion. Während der 
PCR „berücksichtigt“ die verwendete Polymerase den Basenaustausch und amplifiziert die 
Plasmid-DNA mit der gewünschten Punktmutation. Nach der Transformation dieser DNA in 
den verwendeten E. coli-Stamm DH5α-T1R wird selbige zirkuliert und methylierte DNA 
abgebaut, so dass letztlich nur das unmethylierte Mutagenese-Produkt in der Zelle verbleibt. 
Die methylierte Template-DNA wird abgebaut, was eine aufwendige Unterscheidung zwischen 
Zellen mit mutiertem und unmutiertem Plasmid überflüssig macht. Das Prinzip dieses 
Mutagenesesystems wird in Abbildung 4 nochmals verdeutlicht. 
 
 
x 
Transformation 
Mutiertes 
Plasmid 
Methylierung 
Plasmid mit  
OYE-Insert 
Methyliertes  
Plasmid 
Mutagenese- 
Primer 
x 
x 
x 
x 
x 
PCR 
 
 
Abb. 4: Prinzip des „Gene Tailor Site-Directed Mutagenesis System“ 
 
Die Methylierung des OYE-Insert-haltigen Plasmides pET-24a (+), die PCR mittels der 
empfohlenen AccuPrime Taq DNA High Fidelity Polymerase sowie die Transformation in 
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kompetente E. coli DH5α-T1R– Zellen erfolgten nach Herstellerangabe. Nach Selektion auf 
LBK-Festmedium wurde aus den Zellen der Transformantenkolonien Plasmid-DNA isoliert 
und diese im Bereich des OYE-Gens sequenziert. Die Methylierungsreaktion wurde mittels 
eines Ansatzes ohne Methylierungsreagenz als erfolgreich bestätigt. 
  
2.3.8 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen nach der Rubidiumchlorid-
Methode 
 
Um das Einschleusen von DNA in E. coli mittels Hitzeschocktransformation zu ermöglichen, 
wurden diverse E. coli-Stämme nach der Rubidiumchlorid-Methode (Hanahan 1983) 
kompetent gemacht. Es wurden 400 ml LB-Medium mit Teilen einer E. coli-Übernachtkultur 
beimpft und bis zu einem OD600 nm von 0,6 bei 37°C bebrütet. Nach Kühlung auf 4°C und 
Ernte durch Zentrifugation (10´, 3000g) wurden die pelletierten Zellen in 150 ml TFB I-
Puffer resuspendiert und 15´ auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden nochmals geerntet, in 20 
ml TFB II-Puffer aufgenommen und in Aliquots tiefgefroren (Mülhardt 2003). Die 
Kompetenz der Zellen wurde durch eine Transformation mit dem Testvector pUC19 pro als 
hinreichend bestätigt. Neben den Zellen, die nach der genannten Methode kompetent 
gemacht wurden, wurden auch kommerziell erhältliche kompetente Zellen in Form des  
“One Shot® MAX Efficiency® DH5α™ -T1R Competent Cells“– Kits verwendet. 
2.3.9 Hitzeschock-Transformation in E. coli 
 
Das Einschleusen von Plasmid-DNA in E. coli  erfolgte mit der Methode der 
Hitzeschocktransformation (Mandel & Higa 1970). Bei Verwendung eigens kompetent 
gemachter Zellen wurden tiefgefrorene 400 µl-Aliquots der Stämme E. coli   
BL21 (DE3) pLysS  und DH5α-T1R eingesetzt. Diese wurden kurz unter Eis aufgetaut und es 
wurden 5 bis 50 ng zu transformierende Plasmid-DNA hinzugefügt. Das Zell-DNA-Gemisch 
wurde für 10 Minuten unter Eis gekühlt. Nach einem Hitzeschock mit einer Dauer von  
1,5 Minuten bei 42°C im Thermoblock wurden die Zellen erneut kurz auf Eis 
heruntergekühlt, mit 600 µl raumtemperiertem LB-Medium versetzt und unter langsamem 
Schütteln 1 h  bei 37°C inkubiert. Die suspendierten Zellen wurden durch kurzes 
Zentrifugieren über dem Gefäßboden verdichtet, vollständig in einem möglichst geringen 
Volumen von mindestens 100 µl ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. Die 
Transformanten wurden unter Berücksichtigung stammspezifischer Resistenzen auf dem 
jeweiligen Antibiotikum-haltigen LB- Medium selektiert. Bei Verwendung von  
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One Shot® MAX Efficiency® DH5α™-T1R-kompeteten Zellen wurde die 
Hitzeschocktransformation nach Herstellerangabe durchgeführt. 
2.3.10 Fermentation und Aufschluss der proteinhaltigen Zellmasse 
 
Der für die Expression mit pET-Vektoren am häufigsten und daher auch hier verwendete  
E. coli-Stamm BL21 (DE3) pLysS ist defizient in den Proteasen Ion und ompT, was 
Proteinausbeuteverluste durch Proteaseaktivität verringert. Die „Multiple Cloning Site“ des  
verwendeten pET24-Vektors, in die das OYE-Gen eingefügt wurde, steht unter Kontrolle des 
starken T7-lac-Promotors. Chromosomal und unter Kontrolle des lac-UV5-Promotors liegt in 
dem Stamm die Kodierung für die T7-RNA-Polymerase vor. Die Expression dieser 
Polymerase wird durch die Zugabe von IPTG in das Medium induziert und hat zur Folge, 
dass das eingeschleuste Fremdgen in großen Mengen exprimiert wird. Jedoch wird auch ohne 
IPTG-Zugabe die T7-RNA-Polymerase basalexprimiert, was bei toxischen Proteinprodukten 
problematisch sein kann. Durch die Kombination des T7-lac-Promotors und des lac-UV5-
Promotors im selben System können beide Komponenten vom selben lac-Repressor blockiert 
werden und so eine unerwünschte Basalexpression vermeiden. Zusätzlich exprimiert der 
Stamm konstitutiv geringe Mengen des T7-Lysozyms, welches ein natürlicher Inhibitor der 
T7-RNA-Polymerase ist und deshalb ein weiteres Kontrollinstrument gegenüber 
unerwünschter Basalexpression darstellt (Novagen 2000).  
 
Zur Gewinnung des OYE-Wildtyp-Proteins bzw. seiner Mutanten wurden 500 ml LBK-
Medium im Fernbachkolben mit einer Übernachtkultur des E. coli-Stammes  
BL21 (DE3) pLysS, der das pET24a (+)-Plasmid mit dem jeweiligen OYE-Insert trug, 
beimpft. Diese Hauptkultur wurde bei 37°C bis zu einem OD600 von 1,0 geschüttelt. Nach  
30 Minuten bei 18°C wurde zur Induzierung der Proteinbildung IPTG bis zu einer 
Endkonzentration von 0,2 mM zugegeben und die Kultur 3 Stunden bei 18°C 
weitergeschüttelt. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation (20´, 10.000g) geerntet, in 
Natriumphosphat-Puffer (100mM, pH7,0 ) bis zu einem Volumen von 15 ml resuspendiert 
und über Nacht eingefroren. Das Pellet wurde im handwarmen Wasserbad aufgetaut und 2 
mal 5 Minuten auf Eis mittels Ultraschallsonde homogenisiert. Abschließend wurden 15 mg 
Lysozym und 180 Units Benzonase® zugesetzt, 1h bei 28°C langsam geschüttelt und 
Zelltrümmer mittels Zentrifugation (20´, 5000 x g) abgetrennt. Der proteinhaltige Überstand 
wurde dekantiert und diente als Ausgangsmaterial für die nachfolgenden 
Proteinreinigungsverfahren.  
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2.3.11 Hefetransformation in S. cerevisiae  
 
Für die Transformation in S. cerevisiae wurden Zellen der Stämme EBY100 (Border & 
Wittrup 1997) und CEN.PK2-1C mit dem S.c. EasyComp™ Transformation Kit  kompetent 
gemacht und transformiert. Die Transformanten wurden auf Dextrose Minimal Medium unter 
Berücksichtigung stammspezifischer Auxotrophien selektiert. 
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2.3.12  Plasmid-DNA-Isolation aus S. cerevisiae 
 
Die Gewinnung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae erfolgte mit dem QIAprep® Spin 
Miniprep Kit nach einem vom Hersteller modifizierten Protokoll, das neben der alkalischen 
Lyse einen mechanischen Zellaufschluss mittels Kugelmühle vorsieht. Hierzu wurden die 
Zellen aus 1,5 ml zellhaltigem Medium nach herkömmlichem Protokoll geerntet und 
resuspendiert. Nach Zugabe von 50 bis 100 µl säuregewaschener Glasperlen wurde das 
verwendete 1,5ml-Eppendorf-Gefäß in eine Kugelmühle (Retsch, Haan) gespannt und 5 bis 
10 Minuten bei mittlerer Intensität geschüttelt. Nach Absetzen der Glaskugeln wurde der 
Überstand abgenommen und weiter nach Protokoll behandelt. Da der Gehalt an Plasmid-
DNA im Isolat sehr gering war, wurde dieses zunächst in E. coli transformiert und daraus 
erneut wie oben beschrieben isoliert („Plasmid Rescue“). 
2.3.13 Nachweis der Oberflächenexpression mit fluoreszenzmarkierten 
Antikörpern 
 
Zum Nachweis der Expression des mutierten OYE-Proteins N194D auf der Zelloberfläche 
von S. cerevisiae wurden Zellen des jeweiligen Stammes bis zum Erreichen der 
logarithmischen Wachstumsphase unter Selektivbedingungen auf Minimalmedium 
herangezogen. Die Fusionsproteine, die auf dem pFB2-Vektor basieren, wurden konstitutiv 
exprimiert, und die Zellen konnten direkt mittels Zentrifugation (4000 x g, 8`) geerntet 
werden. Bei dem Fusionsprotein, das auf dem pYD1-Vektor basiert, wurden die Zellen nach 
der Ernte noch einige Tage in galaktosehaltigem Medium inkubiert und dann erneut 
abgetrennt. Die anschließende Behandlung mit einem Fluorescein Isothiocyanat konjugierten 
Antikörper erfolgte nach Herstellerangaben des pYD1 Yeast Display Vector Kits und des 
Antikörpers. Die mikroskopische Kontrolle auf Fluoreszenz-Signale der behandelten Zellen 
erfolgte mittels eines Orthoplan-Großfeldmikroskops (Leitz, Wetzlar) und eines  konfokalen 
Laser Scanning Mikroskops, bestehend aus einer DMRBE- und einer TCS SP-Einheit (Leica, 
Solms). Das Fluoreszenzsignal bei einer Anregungswellenlänge von 488 nm und einer 
Emissionswellenlänge von 530 nm wurde fotografisch dokumentiert. 
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2.3.14 BPA-Bindungstest mit verschiedenen S. cerevisiae-Stämmen 
 
Um die BPA-Bindungsfähigkeit der diversen S. cerevisiae-Stämme mit dem oberflächen-
exprimierten Protein untereinander und mit dem Wildtypenstamm vergleichen zu können, 
wurde je Stamm eine Schüttelkultur mit vorkultiviertem Zellmaterial beimpft und bis zu 
einem OD600 von 1,0-1,5 bei 28°C unter Schütteln inkubiert. Die Plasmid-haltigen Stämme 
wurden in selektiv wirkendem Dextrose-Minimalmedium mit entsprechenden Aminosäuren 
herangezogen, der Wildtyp-Stamm in Hefeextrakt-Pepton-Dextrose-Medium. Der Stamm mit 
dem Plasmid pYD-ALO wurde darüber hinaus weitere 48h in Galaktose-haltigem Medium 
induziert. 5 bzw. 10 ml einer jeden Kultur wurden zentrifugiert (4000 x g, 8 Minuten). Das 
Pellet wurde zweimal mit Natriumphosphat-Puffer gewaschen und in vortemperierter BPA-
Lösung resuspendiert. Die Zellen wurden nach Inkubation unter Schütteln bei 18°C erneut 
zentrifugiert. Der dekantierte Überstand wurde mittels HPLC auf den verbleibenden BPA-
Gehalt untersucht. Das Trockengewicht der Zellpellets wurde nach Übernachttrockung bei 
120°C durch Wägung bestimmt. Die Gewichtszunahme durch adsorbiertes oder 
zurückbleibendes BPA konnte vernachlässigt werden. 
2.4 Proteinchemische und chemisch-analytische Methoden  
2.4.1 Proteingehaltsbestimmung  
 
Die Proteingehalte der untersuchten Proben wurden nach der Methode von Bradford (1976) 
photometrisch bestimmt. Hierzu wurden stets 0,2 ml eines fertigen Protein Assay Reagenzes 
mit 0,8 ml Probelösung versetzt, und nach 10 Minuten wurde die Absorption bei einer 
Wellenlänge von 595 nm gegen ein entsprechendes Assay-Puffer-Gemisch gemessen. Als 
Photometer diente das Gerät Ultraspec III der Firma Pharmacia Biotech (Cambridge, 
England). Zur Kalibrierung wurde Rinderserumalbumin in den Konzentrationen 200 µg,  
20 µg , 2  µg und 0,2 µg sowie 5 Konzentrationen zwischen 15 und 2,5 µg pro ml 
Natriumphosphat-Puffer verwendet. Bei Proteinproben in Hochsalzpuffer wurde für die 
Kalibrationslösungen, den Referenzen und dem Verdünnungspuffer entsprechend 0,5 M 
Kochsalz zugesetzt.  
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2.4.2 Test auf NADPH-Oxidoreduktaseaktivität 
 
Zur Quantifizierung der NADPH-Oxidoreduktaseaktivität der gereinigten Proteinlösungen 
(Brown et al. 1998) wurden Reaktionsansätze erstellt, bestehend aus 100 µM Cyclohexenon, 
100 µM NADPH und in Natriumphosphat-Puffer verdünnter Proteinlösung. Die Absorption 
des Reaktionsgemisches wurde 10 bis 20 Minuten lang bei 340 nm direkt nach 
abschließender Zugabe des NADPH gegen eine entsprechende Referenz ohne Enzym und 
NADPH gemessen. Als Messinstrument diente das „Spektrophotometer Uvikon 930“ der 
Firma Kontron (Eching). Die spezifische Enzymaktivität wurde ausgehend vom NADPH-
Extinktionskoeffizienten nach folgender Formel (Jablonski & DeLucab 1977) errechnet: 
 
Spezifische Enzymaktivität [Units/µg] = (∆A340nm/t x v x d) / (ε340nm,NADPH x m) 
 
∆A340nm/t  : Absorptionsänderung bei einer Wellenlänge von 340 nm pro Zeiteinheit  
  [Min-1] 
v  : Volumen des Messansatzes [cm3] 
d  : Küvettendurchmesser [cm] 
ε340nm,NADPH : Extinktionskoeffizient von NADPH bei einer Wellenlänge von 340 nm 
  = 6,220 [M-1 cm-1] 
m  : Masse an Protein im Messansatz [µg] 
2.4.3 SDS-Page 
 
Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurde nach der Methode von Lämmli (1970) 
durchgeführt. Als Gerätschaft diente eine Mighty Small II Gel Elektrophorese Unit der Firma 
Hoefer Scientific Instruments (San Francisco, USA). Als Molekulargewichtsstandard wurde 
der Marker M12 eingesetzt. Die zu untersuchenden Proben wurden vor der Elektrophorese 
mit Roti-Load1-Puffer je nach Proteingehalt im Verhältnis 4 zu 1 bis 1 zu 5 für 5´ bei 95°C 
inkubiert. Pro Gel-Slot wurden stets 20 µl Proben-Puffer-Gemisch aufgetragen. Anschließend 
wurde das Gel in einer Coomassie Blue- haltigen Lösung 1h angefärbt. Die Entfärbung der 
nichtproteinischen Gelbestandteile erfolgte über Nacht in einem Schüttelbad aus 10% 
Methanol und 10% Essigsäure. Zur Entfernung von letzten Farbrückständen zu 
Darstellungszwecken folgte abschließend eine mehrtätige Wässerung des Gels.  
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2.4.4 Western Blot 
 
Der Proteinelektrotransfer von einem SDS-Gel auf eine Membran wurde nach der Methode 
von Towbin et al. (1976) durchgeführt. Für die Nachweisreaktion wurde ein AntiHis-
Peroxidase-Konjugat verwendet, das nach Umsatz eines geeigneten Substrates zu  
Chemolumineszenz-Bildung führt. Als Blotting-Apparatur wurden die Geräte PowerPac 200 
und Trans-BlotSD semi-dry transfer cell (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) verwendet. 
Die eingesetzte Nitrocellulose-Membran wurde durch mehrfaches Übergießen mit EtOH 
aktiviert und zusammen mit zugeschnittenem Whatman-Papier 15´ in Blotting-Puffer 
eingelegt. Die Anode der Transferzelle wurde von unten nach oben wie folgt beschichtet: 
 
2 Lagen puffergesättigtes, extradickes Whatman-Papier; 1 Nitrocellulose-Membran; 1 SDS-
Gel; 2 Lagen puffergesättigtes, extradickes Whatman-Papier 
 
Der Transfer erfolgte 1 h bei einer konstanten Spannung von 15V. Die Membran wurde 
anschließend wie folgt behandelt: 15` in PBS waschen ;1h in Blocking-Reagenz inkubieren; 
3 mal mit PBST inklusive 0,5% Blocking-Reagenz waschen; über Nacht bei 4°C mit 
Antikörper-Lösung inkubieren; 3 mal 15` mit PBST waschen; 45 Sek. im Dunkeln mit 
Chemolumineszenz-Substrat  inkubieren. Danach wurde die Membran zwischen zwei 
Plastikfolien überführt und ca. 60 Sekunden ein Film aufgelegt, der dadurch belichtet und 
anschließend entwickelt wurde. 
2.4.5 Proteinkonzentrierung und Dialyse 
 
Zur Konzentrierung des Zellaufschlussüberstandes sowie bereits gereinigter Proteinlösungen 
wurden Amicon Ultra-4- und Amicon Ultra-15-Zentrifugenfiltereinheiten mit einer 
Ausschlussporenweite von 30.000 MWCO der Firma Millipore Corporation (Bedford, USA) 
verwendet. Die Dauer der Konzentrierung bei 5000 x g von wenigen Minuten bei reinen 
Proteinlösungen bis zu mehreren Stunden bei Zellsuspensionen nach Aufschluss hing von der 
Zusammensetzung und dem angestrebten Endvolumen der jeweiligen Lösung ab. Die Dialyse 
der konzentrierten Lösungen erfolgte stets über Nacht in einem Membranschlauch der Firma 
Medicell International (London, England) mit einer Ausschlussporenweite von ebenfalls 
30.000 MWCO gegen zweimal 4 ± 1L Natrium-Phosphat-Puffer (ggf. + 0,5 M Kochsalz) 
unter langsamem Rühren bei 4°C.  
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2.4.6 Immobilisierte-Metallionen-Affinitätschromatographie (IMAC) 
 
Die Reinigung der gelösten Proteine in dem konzentrierten, dialysierten Zellaufschluss-
überstand erfolgte mittels Immobilisierter-Metallionen-Affinitätschromatographie. Sämtliche 
untersuchten Proteine wurden zu diesem Zweck mit einem „His6-tag“ am C-Terminus 
exprimiert. Als Chromatographie-Matrix diente mit immobilisierten Nickel-Ionen versehene 
Chelating Sepharose™ Fast Flow. Das Säulenmaterial wurde nach Herstellerangabe beladen, 
gewaschen und konditioniert. Als Laufmittel diente Natrium-Phosphat-Puffer mit 0,5 M 
Kochsalz. Als Elutionspuffer diente derselbe Puffer mit 0,5 M Imidazol-Zusatz. Zur 
Erzeugung eines gleichmäßigen Durchflusses und des Elutionsgradienten wurde ein 
Pharmacia FPLC-System mit UV-Detektion (Amersham Biosciences,  Uppsala, Schweden) 
verwendet. Die zu reinigenden Proteinlösungen wurden über eine 5 ml-Injektionsschlaufe 
aufgetragen. Das Packbettvolumen betrug 1 bis 3 cm3 bei einem Säuleninnendurchmesser 
von 1 cm. Das Eluat wurde mit einem Fraktionssammler, Modell 2128 der Firma Bio-Rad 
Laboratories (Hercules, USA), aufgefangen. Zur Elution wurde folgendes Programm 
verwendet: 
  
Tab. 2: FPLC-Programm zur Isolation des OYEs und seiner Mutanten mittels IMAC 
 
Schritt Eluat-
volumen 
[ml] 
Imidazol-
Puffer 
[%] 
Fluß 
[ml/min] 
Fraktions-
größe 
[ml] 
Fraktions-
namen 
Beladen 15 0 0,5 
Waschen +10 0 1,0 
3 x 8 
 
D1 - D3 
+8 20 
+10 
 
Gradient 
auf 80 
+6 80 
 
 
Elution 
+6 100 
 
 
0,5 
 
 
 
15 x 2 
 
 
E1 - E15 
Säulen-
äquilibrierung 
+30 
 
0 
 
1,0 
 
─ 
 
─ 
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2.4.7 Gel-Permeationschromatographie (GPC) 
 
Proteinproben, die einer besonders hohen Reinheit zur Ermittlung der 
Dissoziationskonstanten mit BPA bedurften, wurden zusätzlich zu der IMAC einer Gel-
Permeationschromatographie (Stellwagen 1990) unterzogen. Sie wurden in Natrium-
Phosphat-Puffer auf eine Sephacryl™-Säule S-100 HR (Amersham Biosciences, Uppsala, 
Schweden) mit einem Trennbereich von 1 bis 100 kDa gegeben. Die Länge des Packbetts 
betrug  90 cm bei einem Säuleninnendurchmesser von  2,5 cm. Zur Erzeugung eines 
gleichmäßigen Flusses von 0,5 ml/min wurde das im Zusammenhang mit der IMAC genannte 
FPLC-System mit UV-Detektion verwendet. Dabei wurden stets 4 ml-Fraktionen gesammelt.  
2.4.8 Gleichgewichtsdialyse zur Affinitätsbestimmung 
 
Zur Bestimmung der Affinität der untersuchten Proteine gegenüber BPA wurde die Methode 
der Gleichgewichtsdialyse eingesetzt, deren Prinzip in Abbildung 5 erläutert wird. 
 
  
 
Abb. 5: Prinzip der Gleichgewichtsdialyse. Links: Bei Dialysebeginn befindet sich in einer Kammerhälfte 
reine Proteinlösung und in der anderen reine BPA-Lösung. Die Membran zwischen den Kammerhälften 
ist für BPA permeabel, für das Protein nicht. Rechts: Bei Dialysenende ist BPA bis zum Erreichen des 
Gleichgewichtszustandes durch die Membran diffundiert. BPA, das mit dem Protein komplexiert, wird 
dem Gleichgewicht entzogen. 
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Es wurde ein Dialysezellsystem (Nachbau durch die mechanische Werkstatt der biologischen 
Institute der RWTH Aachen) nach Vorbild des Spectra/Por Equilibrium Dialyzer (Spectrum 
Laboratories Inc., Rancho Domingues, USA) verwendet (Abbildung 6). Die Teflon® Dialyse-
zellen wurden wie folgt spezifiziert:  
 
Zellhälfte, Totales Innenvolumen    1,4 ml 
Zellhälfte, Minimum Arbeitsvolumen#  0,7 ml 
Membranoberfläche/Austauschfläche  158,37 mm2 
Zellaussendurchmesser    36 mm 
Membranflächendurchmesser 
/Zellinnendurchmesser    4,2 mm2 
 
#Das „Minimum Arbeitsvolumen“ beschreibt das Flüssigkeitsvolumen, das mindestens in einer Zellhälfte 
vorhanden sein muss, damit eine vollständige Immersion der Membran sicher gestellt ist. 
 
 
 
Abb. 6: Apparatur zur Gleichgewichtsdialyse 
 
Als Membran wurde eine Servapor-Dialysemembran (Serva, Heidelberg) mit einer 
Ausschlussporenweite von 12-14 kDa eingesetzt. Das in beiden Kammernhälften stets gleiche 
Arbeitsvolumen betrug zwischen 0,7 und 1,0 ml. Die Inkubation erfolgte bei 18°C über 14 bis 
48 Stunden unter langsamer Rotation der Dialysezellen. Die Zellhälften und die äquilibrierte 
Membran wurden vor dem Einsatz autoklaviert. Die gegeneinander dialysierten Protein- und 
BPA-Lösungen lagen stets im Natriumphosphat-Puffer vor. 
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2.4.9 Auswertung der Gleichgewichtsdialyseversuche mit dem Scatchard-
Plot 
 
Die Auswertung der Dialyse-Ansätze, bei denen BPA-Lösungen variierender Konzentrationen 
gegen Proteinlösungen konstanter Konzentration dialysiert wurden, erfolgte mittels des 
Scatchard-Plots (Scatchard 1949). Aufgrund der oben beschriebenen Computer-Modelle 
wurde hierzu ein einfacher Bindungsmechanismus zu Grunde gelegt. Das heißt, ein Molekül 
des Bindungsproteins bindet nur ein Molekül des Liganden und weitere, unspezifische 
Bindungen z.B. an der Proteinaussenseite finden nicht statt. Beim Scatchard-Plot trägt man 
nun den Quotienten aus der Konzentration des Protein-Liganden-Komplexes [RL] und der des 
freien/ungebundenen Liganden [L] gegen die Konzentration des freien/ungebundenen 
Liganden [L] auf. Bei einem einfachen Bindungsmechanismus ergibt sich hierbei eine lineare 
Beziehung mit negativer Geradensteigung. Der absolute Kehrwert dieser Steigung ergibt die 
Dissoziationskonstante (KD-Wert), die ein Maß für die Affinität des Proteins zum Liganden 
oder umgekehrt ist (Rehm 2002). Sie trägt die Einheit der Konzentration, die sich beim 
Auftragen auf den Achsen ergibt. Je niedriger der KD-Wert ist, desto höher ist die Affinität 
der Bindungspartner zueinander. Die  Konzentration des Protein-Liganden-Komplexes [RL] 
errechnet sich bei der Methode der Gleichgewichtsdialyse aus der Differenz der Gesamt-
Liganden-Konzentration in der Kammerhälfte mit Protein und der Liganden-Konzentration in 
der Kammerhälfte ohne Protein, jeweils nach Erreichen des Gleichgewichtszustandes. Die 
Konzentration des freien/ungebundenen Liganden ergibt sich danach aus der Differenz der 
Liganden-Anfangskonzentration in der Kammer ohne Protein und des Protein-Liganden-
Komplexes. 
2.4.10 Absorptionsspektrum 
 
Das Absorptionsspektrum von BPA wurde mit 180 µM BPA, gelöst in Natriumphosphat-
Puffer, mit Hilfe des „Lambda 5 UV/VIS Spectrophotometers“ der Firma Perkin-Elmer 
(Überlingen) ermittelt. 
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2.4.11 Reverse-Phasen-Hochleistungs-Flüssigchromatographie  
(RV-HPLC)  
 
Zur Quantifizierung von BPA in wässrigen Probelösungen wurde das HPLC-System „Gold“ 
(Beckman Instruments, München) nach dem Reverse Phase-Mechanismus verwendet. Als 
unpolare, stationäre Phase diente eine LiChroCART® 250-4 Kartusche, gepackt mit 5µm-
großen LiChrospher®100 RP-18-Partikeln (Merck, Darmstadt). Als polare, mobile Phase 
wurde 0,1%ige Essigsäure verwendet. Die Elution erfolgte mit Acetonitril, angesäuert mit 
ebenfalls 0,1% Essigsäure (Schmidt & Schuphan 2002) bei einem konstanten Fluss von  
1 ml/min nach dem in Tabelle 3 folgenden Programm. BPA wurde mittels UV-Detektion bei 
einem Absorptionsmaximum von 223 nm im Eluat detektiert. 
 
Tab. 3: Programm der RV-HPLC zur Quantifizierung  von BPA. Laufmittel A: 0,1%ige Essigsäure, 
Laufmittel B: Acetonitril mit  0,1% Essigsäure angesäuert.  
 
Schritt Zeitpunkt 
[min] 
Laufmittel A 
[%] 
Laufmittel B 
[%] 
Laufmittel-
zusammensetzung 
Beladen + Waschen 0 – 5 90 10 konstant 
5 -10 90 → 40 10 → 60 Gradient 
10 – 20 40 60 konstant 
 
Elution 
 20 – 25 40 → 90 60 → 10 Gradient  
Säulenäquilibrierung 25 - 30  90 10 konstant 
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3. Ergebnisse 
3.1 Computergestützte Eingrenzung der Mutagenesezielorte 
3.1.1 Modellierung des BPA-Protein-Bindungskomplexes und in silico- 
Mutagenese 
 
Um zu veranschaulichen, welche Aminosäuren des OYEs an der Bindung des BPA direkt 
beteiligt sein könnten und welche Aminosäureseitenketten sich in der unmittelbaren 
Umgebung des Liganden befinden, wurde die Raumstruktur des OYEs, komplexiert mit  
p-Hydroxybenzaldehyd (Fox, K.M. &  Karplus, P.A. 1994) mit Hilfe des Computer-
Programms PyMOL™ visualisiert (Abbildung 7). 
 
 
 
Abb. 7: OYE komplexiert mit p-Hydroxybenzaldehyd. Links: Oberflächendarstellung mit Sicht auf die 
Bindungstasche; Rechts: Einsicht in die Bindungstasche; Blau: Aminosäuren im OYE; Grün: 
Flavinmononukleotid; Orange: p-Hydroxybenzaldehyd. 
 
Dabei zeigte sich, dass die Seitenketten der Aminosäuren 37 (Thr), 39 (Met), 116 (Tyr),  
196 (Tyr), 250 (Phe), 251 (Asn), 295 (Pro) und 296 (Phe) in die Bindungstasche des OYEs 
hineinragen. Wie Fox, K.M. und  Karplus, P.A. (1994) bereits feststellten, sind darüber hinaus 
die Aminosäuren 191 (His), 194 (Asn) und 375 (Tyr) direkt an der Bindung des  
p-Hydroxybenzaldehyds beteiligt. Davon ausgehend, dass BPA in einer ähnlichen Art und 
Weise wie p-Hydroxybenzaldehyd gebunden wird, wurden aus den genannten Aminosäuren 
der Bindungstasche folgende Aminosäuren (Tabelle 4) ausgewählt, um sie mittels einer 
Punktmutagenese zu ersetzen. 
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Tab. 4: Gezielte Punktmutagenesen im OYE 
 
 
Die Wahl der Austauschaminosäuren erfolgte meistens dahingehend, dass der hydrophobe 
Charakter und die Raumforderung der Aminosäureseitenketten erhalten blieb, wobei 
gleichzeitig eine neue funktionelle Gruppe, die eine H-Brückenbindung zum Ligand bilden 
könnte, hinzukam. Diese Mutagenesen wurden zunächst wie beschrieben mit dem Computer 
simuliert (Abbildung 8). Dabei wurde das p-Hydroxybenzaldehyd des Komplexes entfernt 
und in einem manuellen Docking durch das BPA-Molekül in seiner energetisch günstigsten 
Konformation ersetzt. Die Positionierung eines der beiden BPA-Ringe erfolgte dabei so, dass 
er deckungsgleich mit dem Ring des p-Hydroxybenzaldehyds lag. 
Mutagenese-Ort: 
Aminosäure-Nummer  
Vorhandene                   →          Neue Aminosäure  
Aminoäure 
Bezeichnung des mutierten 
Proteins 
 
 
194 
        Asparagin                →                Asparaginsäure 
                     
 
 
OYE-N194D 
 
 
250 
        Phenylalanin           →                      Tyrosin 
            
 
 
OYE-F250Y 
 
 
295 
              Prolin                →                       Histidin                                
                               
 
OYE-N194D-P295H 
(Doppelmutante) 
 
 
296 
         Phenylalanin          →                     Tyrosin 
            
 
 
OYE-F296Y 
 
 
296 
         Phenylalanin          →                      Serin 
                      
 
 
OYE-F296S 
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Abb. 8: Simulierte Mutagenesen des OYEs mit manuell-inseriertem BPA. A) OYE-N194D, B) OYE-
F250Y, C) OYE-N194D-P295H, D) OYE-F296S, E) OYE-F296Y. Blau: relevante Aminosäuren des 
mutierten Proteins; Grün: FMN; Beige: BPA; Rot: Mögliche neue Interaktionsstelle; Gelb: Mögliche  
H-Brückenbindung zum BPA 
Asp194 
His191 
Tyr250 
Phe296 
Phe296 
His295 Phe250 
Tyr296 Ser 296 
B) 
C) 
D) A) 
E) 
Tyr 296 
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3.1.2 Ramachandran Plots 
 
Mit den Raumkoordinaten der in silico-mutierten Proteine wurden Ramachandran Plots 
(Abbildung 9) erstellt. Diese gaben Aufschluss über Veränderungen der Sekundärstrukturen 
im OYE infolge der Mutagenesen. 
   
 
 
 
 
Abb. 9: Ramachandran Plot des OYEs und zweier seiner Mutanten. Blau: Helix; Grün: Zufällige 
Knäuelstruktur; Rot: Faden/Strang; Diagonale Kreuze: Glycin; Offene Quadrate: Prolin; Orthogonale 
Kreuze: Weitere Reste; Die Zonen im Plot deuten auf bevorzugte Strukturen hin. Die äußeren Linien 
begrenzen den Bereich, in dem 90% aller Kreuze derselben Farbe zu finden sein sollten. Die innere Linie 
begrenzt den Bereich, in dem 50% zu finden sein sollten.  
OYE wt OYE-F296S 
OYE-N194D 
  phi 
  0 -180° 
    phi 
     0 +180° -180° +180° 
    +180° 
 -180° 
+180° 
psi 0 
 -180° 
psi 0 
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Der Vergleich des Plots vom Wildtyp-OYE mit dem der mutierten Proteine ergab, dass die 
Mutante OYE-F250Y drei minimale Verschiebungen von Aminosäuren, die an knäuelartigen 
Proteinstrukturen beteiligt sind (grüne, orthogonale Kreuze), aufweist. Bei OYE-F296Y sind 
es nur zwei Verschiebungen, bei OYE-N194D drei und bei der Doppelmutante OYE-N194D-
P295H noch zusätzlich zwei weitere Verlagerungen, die aber in allen Fällen so gering sind, 
dass sie kaum als solche erkennbar sind. Bei keiner der genannten Verlagerungen verschieben 
sich Aminosäuren aus dem Bereich hinaus oder in den Bereich hinein, in dem sie bevorzugt 
eine solche Knäuelstruktur ausbilden. Diese Plots sehen alle annähernd so aus wie der des 
Wildtyp-Proteins. Auf Grund der hohen Ähnlichkeit zum wt-OYE wurde auf die Darstellung 
der Plots von OYE-F250Y, OYE-F296Y und OYE-N194D-P295H in Abbildung 9 verzichtet. 
Der Vergleich mit der Mutante OYE-F296S liefert ein deutlich abweichendes Ergebnis zu den 
vorherigen Resultaten. Hier sind erhebliche Verschiebungen von Aminosäuren aus dem 
bevorzugten Bereich der Knäuel- und der Helixstrukturen zu beobachten, so dass hier eine 
stärkere Konformationsänderung im gesamten Protein infolge der Mutation wahrscheinlicher 
ist. 
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3.1.3 Sekundärstrukturbestimmung mittels GOR IV 
 
Die Sekundärstruktur des Wildtyp-OYE, wie es in E. coli nach der Klonierung und wie es in 
S. cerevisiae nativ exprimiert wird, sowie die Sekundärstruktur der simulierten Mutanten 
wurde mit dem Programm GOR IV dargestellt (Abbildung 10). 
 
  
Abb. 10: Sekundärstruktur des OYEs und seiner Mutanten. Blau: Helix; Rot: Faltblatt; Violett: Knäuel; 
Umkreist: Bereich, einer möglichen Strukturänderung  
 
Es zeigt sich, dass einige der 16 Aminosäuren am N-Terminus des OYEs, so wie sie mit dem 
pET 24 a(+)-Klonierungsprodukt exprimiert werden, die Bildung einer zusätzlichen Helix 
gegenüber dem nativen Protein begünstigen. Durch diese zusätzlichen Aminosäuren 
A) OYE wt, wie es in S.  cerevisiae nativ vorkommt. 
 
B) OYE wt, wie es in pET24 a(+) exprimiert wird 
 
C) OYE-N194D 
 
D) OYE-F250Y 
 
E) OYE –N194D-P295H 
 
F) OYE-F296Y 
 
G) OYE-F296S 
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verschiebt sich die Nummerierung der ausgetauschten Aminosäuren, weshalb es hier zu 
Abweichungen von der Nomenklatur der Mutationen kommt, die sich ursprünglich auf das 
native OYE beziehen. Durch den „His6-tag“ am C-Terminus entstehen keine neuen Helix- 
oder Faltblattstrukturen. Die Mutation an Position 194 führt zu einer Erweiterung eines 
Helixbildung-begünstigenden Abschnitts nahe dieser Aminosäure. Bei der Doppelmutante 
entsteht durch die weitere Mutation an Position 295 ein solcher Abschnitt zusätzlich. Die 
Mutationen F250Y, F296Y und F296S scheinen hingegen keine Auswirkung auf die 
Sekundärstruktur des OYEs zu haben.   
 
Zusammenfassend konnte mit Hilfe der verwendeten Computerprogramme das aus  
399 Aminosäuren bestehende Wildtyp OYE  durch Visualisierung des Komplexes mit  
p-Hydroxybenzaldehyd (Fox, K.M. &  Karplus, P.A. 1994) auf 11 Aminosäuren reduziert 
werden, die die Bindungstasche bilden und deshalb einen möglicherweise höheren Einfluss 
auf Bindungsvorgänge haben als solche auf der Proteinoberfläche. Durch Berücksichtigung 
von Ähnlichkeiten der Aminosäureseitenketten in Bezug auf Hydrophobizität und Gestalt 
konnten von diesen 11 Aminosäuren weitere 5 eingegrenzt werden, deren Austausch 
mögliche neue Bindungsverhältnisse schaffen könnte, ohne die Sekundärstruktur des Proteins 
zu gefährden. Die in silico-Mutagenese ermöglicht es, die räumliche Lage der mutierten 
Seitenketten in der Bindungstasche abzuschätzen. Hinweise auf Sekundärstrukturänderungen 
infolge dieser Mutationen konnten mit Hilfe des Ramachandran-Plots nur für die Mutante 
OYE-F296S nicht ausgeschlossen werden. Das Programm GOR IV lieferte abweichende 
Hinweise auf mögliche, aber nur geringfügige Sekundärstrukturänderungen bei den 
Mutationen OYE-N194D und OYE-N194D-P295H. 
3.2 PCR-Mutagenesen 
Die Punktmutagenesen des OYEs erfolgten nach oben beschriebenem Prinzip (siehe 2.3.7). 
Die DNA-Produkte des geziehlten Austausches einzelner Basenpaare und das inserierte Gen 
des Wildtyp-OYE wurden sequenziert. Die resultierende Nucleotidsequenz wurde zu 
Darstellungszwecken in die zugehörige Aminosäuresequenz übersetzt (Abbildung 11).  
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Abb. 11: Übersetzte Aminosäuresequenz der sequenzierten PCR-Mutagenese-Produkte und des Wildtyp-
OYE. Schwarz: Mitexprimierter Abschnitt des pET24-a(+)-Vektors und des „His6-tags“; Orange: 
Inserierte OYE-Sequenz; Rot und unterstrichen: Erzielte Punktmutation 
 
Es zeigte sich, dass jeder Austausch an der richtigen Position mit der richtigen Aminosäure 
erfolgte. Nicht einmal bei jeder zweiten untersuchten Kolonie, aus der Plasmid-DNA isoliert 
wurde, zeigte sich eine zusätzliche Spontanmutation oder das Ausbleiben der gewünschten 
Mutation. Somit konnten sämtliche angestrebten Punktmutagenesen mit dem sich 
nachträglich als hocheffizient herausgestelltem System umgesetzt werden. 
 
A) OYE-F250Y 
MASMTGGQQMGRGSEFSFVKDFKPQALGDTNLFKPIKIGNNELLHRAVIPPLTRMRALHPGNIPNRDWAVEYYTQRAQRPGT
MIITEGAFISPQAGGYDNAPGVWSEEQMVEWTKIFNAIHEKKSFVWVQLWVLGWAAFPDNLARDGLRYDSASDNVFMDAEQ
EAKAKKANNPQHSLTKDEIKQYIKEYVQAAKNSIAAGADGVEIHSANGYLLNQFLDPHSNTRADEYGGSIENRARFTLEVVDA
LVEAIGHEKVGLRLSPYGVYNSMSGGAETGIVAQYAYVAGELEKRAKAGKRLAFVHLVEPRVTNPFLTEGEGEYEGGSNDFV
YSIWKGPVIRAGNFALHPEVVREEVKDKRTLIGYGRFFISNPDLVDRLEKGLPLNKYDRDTFYQMSAHGYIDYPTYEEALKLG
WDKKHHHHHH 
 
B) OYE-F296Y 
MASMTGGQQMGRGSEFSFVKDFKPQALGDTNLFKPIKIGNNELLHRAVIPPLTRMRALHPGNIPNRDWAVEYYTQRAQRPGT
MIITEGAFISPQAGGYDNAPGVWSEEQMVEWTKIFNAIHEKKSFVWVQLWVLGWAAFPDNLARDGLRYDSASDNVFMDAEQ
EAKAKKANNPQHSLTKDEIKQYIKEYVQAAKNSIAAGADGVEIHSANGYLLNQFLDPHSNTRADEYGGSIENRARFTLEVVDA
LVEAIGHEKVGLRLSPYGVFNSMSGGAETGIVAQYAYVAGELEKRAKAGKRLAFVHLVEPRVTNPYLTEGEGEYEGGSNDFV
YSIWKGPVIRAGNFALHPEVVREEVKDKRTLIGYGRFFISNPDLVDRLEKGLPLNKYDRDTFYQMSAHGYIDYPTYEEALKLG
WDKKHHHHHH 
 
C) OYE-F296S 
MASMTGGQQMGRGSEFSFVKDFKPQALGDTNLFKPIKIGNNELLHRAVIPPLTRMRALHPGNIPNRDWAVEYYTQRAQRPGT
MIITEGAFISPQAGGYDNAPGVWSEEQMVEWTKIFNAIHEKKSFVWVQLWVLGWAAFPDNLARDGLRYDSASDNVFMDAEQ
EAKAKKANNPQHSLTKDEIKQYIKEYVQAAKNSIAAGADGVEIHSANGYLLNQFLDPHSNTRADEYGGSIENRARFTLEVVDA
LVEAIGHEKVGLRLSPYGVFNSMSGGAETGIVAQYAYVAGELEKRAKAGKRLAFVHLVEPRVTNPSLTEGEGEYEGGSNDFV
YSIWKGPVIRAGNFALHPEVVREEVKDKRTLIGYGRFFISNPDLVDRLEKGLPLNKYDRDTFYQMSAHGYIDYPTYEEALKLG
WDKKHHHHHH 
 
D) OYE-N194D 
MASMTGGQQMGRGSEFSFVKDFKPQALGDTNLFKPIKIGNNELLHRAVIPPLTRMRALHPGNIPNRDWAVEYYTQRAQRPGT
MIITEGAFISPQAGGYDNAPGVWSEEQMVEWTKIFNAIHEKKSFVWVQLWVLGWAAFPDNLARDGLRYDSASDNVFMDAEQ
EAKAKKANNPQHSLTKDEIKQYIKEYVQAAKNSIAAGADGVEIHSADGYLLNQFLDPHSNTRADEYGGSIENRARFTLEVVDA
LVEAIGHEKVGLRLSPYGVFNSMSGGAETGIVAQYAYVAGELEKRAKAGKRLAFVHLVEPRVTNPFLTEGEGEYEGGSNDFV
YSIWKGPVIRAGNFALHPEVVREEVKDKRTLIGYGRFFISNPDLVDRLEKGLPLNKYDRDTFYQMSAHGYIDYPTYEEALKLG
WDKKHHHHHH 
 
E) OYE-N194D-P295H 
MASMTGGQQMGRGSEFSFVKDFKPQALGDTNLFKPIKIGNNELLHRAVIPPLTRMRALHPGNIPNRDWAVEYYTQRAQRPGT
MIITEGAFISPQAGGYDNAPGVWSEEQMVEWTKIFNAIHEKKSFVWVQLWVLGWAAFPDNLARDGLRYDSASDNVFMDAEQ
EAKAKKANNPQHSLTKDEIKQYIKEYVQAAKNSIAAGADGVEIHSADGYLLNQFLDPHSNTRADEYGGSIENRARFTLEVVDA
LVEAIGHEKVGLRLSPYGVFNSMSGGAETGIVAQYAYVAGELEKRAKAGKRLAFVHLVEPRVTNHFLTEGEGEYEGGSNDFV
YSIWKGPVIRAGNFALHPEVVREEVKDKRTLIGYGRFFISNPDLVDRLEKGLPLNKYDRDTFYQMSAHGYIDYPTYEEALKLG
WDKKHHHHHH 
 
F) OYEwt 
MASMTGGQQMGRGSEFSFVKDFKPQALGDTNLFKPIKIGNNELLHRAVIPPLTRMRALHPGNIPNRDWAVEYYTQRAQRPGT
MIITEGAFISPQAGGYDNAPGVWSEEQMVEWTKIFNAIHEKKSFVWVQLWVLGWAAFPDNLARDGLRYDSASDNVFMDAEQ
EAKAKKANNPQHSLTKDEIKQYIKEYVQAAKNSIAAGADGVEIHSANGYLLNQFLDPHSNTRADEYGGSIENRARFTLEVVDA
LVEAIGHEKVGLRLSPYGVFNSMSGGAETGIVAQYAYVAGELEKRAKAGKRLAFVHLVEPRVTNPFLTEGEGEYEGGSNDFV
YSIWKGPVIRAGNFALHPEVVREEVKDKRTLIGYGRFFISNPDLVDRLEKGLPLNKYDRDTFYQMSAHGYIDYPTYEEALKLG
WDKKHHHHHH 
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3.3 Proteinreinigung und Bindungstest 
3.3.1 Verfahrensprotokoll 
 
Um die Bindungsaffinität des OYEs und seiner Mutanten quantifizieren und vergleichen zu 
können, wurde die Methode der Gleichgewichtsdialyse angewandt. Hierzu galt es zunächst 
ein Proteinreinigungsprotokoll zu entwickeln, das unter einem vertretbaren Aufwand und 
proteinschonenden Bedingungen die für die Gleichgewichtsdialyse erforderliche Menge von 
ca. 10 mg reinem OYE lieferte und das auch auf die mutierten Proteine anwendbar war. Die 
im Folgenden aufgelistete Abfolge von biochemischen Verfahrensschritten wurde eingesetzt: 
 
- Fermentation und Aufschluss der proteinhaltigen Biomasse, einschließlich der 
Abtrennung der Zelltrümmer  
- Dialyse 
- Konzentrierung 
- IMAC 
- Dialyse 
- Konzentrierung 
- GPC 
- Konzentrierung 
3.3.2 Fermentation, Aufschluss, Dialyse, Konzentrierung 
 
Die Zellmasse als proteinhaltiges Ausgangsmaterial wurde wie beschrieben (siehe 2.3.10) 
vermehrt, die Proteinbildung induziert und die proteinreichen Zellen geerntet. Der chemisch-
mechanische Zellaufschluss wurde mikroskopisch kontrolliert, wobei sich 2 mal 5 Minuten 
Ultraschallbehandlung und 30 Minuten Lysozym-Inkubation als ausreichend für einen nahezu 
vollständigen Aufschluss erwiesen (Mikroskopisches Bild nicht aufgeführt). Die erste Dialyse 
diente der Entfernung/Ausdünnung von kleinen Proteinen, Peptiden, Nukleinsäure-
Fragmenten nach Benzonase®-Verdau sowie weiterer löslicher, niedermolekularer 
Zellbestandteile. Zur Verhinderung von möglichen Ioneninteraktionen bei der nachfolgenden 
IMAC war es erforderlich, dass der Lauf- und Probenpuffer 0,5 M Kochsalz beinhaltete 
(Herstellerangabe Chelating Sepharose™ Fast Flow). Über den Dialysepuffer wurde in der 
Dialyse der Kochsalzgehalt der Proteinlösung  langsam auf 0,5 M angeglichen, so dass das 
Risiko einer unerwünschten Proteinfällung in Folge einer lokalen Salzüberkonzentrierung 
vermieden wurde. Der erste Konzentrierungsschritt erfolgte, um die gesamte Proteinlösung in 
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ein bis zwei Injektionsschritten über eine 5 ml-Injektionsschlaufe auf die IMAC-Säule geben 
zu können. Hierzu gelang es, stets ein Endvolumen von 2 bis10 ml Konzentrat zu erzielen, 
das dann aufgetragen wurde. 
3.3.3 IMAC 
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Abb. 12: Schreiberprotokoll der IMAC zur Reinigung des Wildtyp-OYE. Ausgangsmaterial: Konzentrat 
aus 3 x  500 ml dialysiertem Zelllysat  
 
Im Anschluss an die IMAC, deren Lauf per Schreiber protokolliert wurde (Abbildung 12), 
wurden Proben der gesammelten Fraktionen auf ein SDS-Gel aufgetragen, um die Fraktionen 
mit dem höchsten Gehalt an OYE zu identifizieren (Abbildung 13). Im Bereich von 47 kDa, 
dem Molekulargewicht des Histidin-modifizierten OYE und seiner Mutanten, zeigte sich 
etwas verzögert nach dem Einsetzen des Imidazol-Gradienten eine deutliche Bande. 
 
 
 
 
Abb. 13: SDS-Page der IMAC-Fraktionen. M: Mark12™ MW Standard; D1-D3: 8 ml-Durchlauf-
fraktionen, E1-E15: 2 ml-Elutionsfraktionen. Die unterstrichenen Fraktionen wurden vereinigt und für 
den nächsten Verfahrensschritt verwendet. 
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Ein weiterer Hinweis auf den Gehalt an gewünschtem Protein war die intensive Gelbfärbung 
der Fraktionen, die sich mittels SDS-Page als besonders reich an OYE erwiesen. Bei den 
Mutanten OYE-N194D und OYE-N194D-P295H zeigte sich anstelle der Gelb- eine deutliche 
Orange-Färbung, die bereits von Hahn et al. (2004) beschrieben wurde. Die Fraktionen, die 
den höchsten Gehalt an dem 47 kDa-Protein und gleichzeitig den niedrigsten an weiteren 
Proteinen aufwiesen, wurden vereinigt und weiterbehandelt. 
    
Zum qualitativen Vergleich der unterschiedlichen Mutanten mit dem Wildtyp-Protein genügte 
die Reinigung durch eine erneute Dialyse gegen Natriumphosphat-Puffer und eine 
Konzentrierung auf den gewünschten Proteingehalt. Diese Dialyse diente der 
Entfernung/Ausdünnung des Imidazols und des Kochsalzes, welche beide den Bradford-Test 
zur Proteingehaltsbestimmung beeinflussen können. Zur Konservierung wurde den Lösungen 
Natriumazid zugesetzt. 
 
 
 
 
 
Abb. 14: SDS-Page (links) der IMAC-gereinigten Proteine und Westen Blot (rechts) des Wildtyp-OYE.  
M: Marker 
 
Proben der Konzentrate wurden erneut auf ein SDS-Gel aufgetragen, und die Reinheit der 
Produkte belegt (Abbildung 14). Die Nachweisgrenze der SDS-Page mit dem verwendeten 
Coomassie-Färbereagenz liegt bei etwa 0,3 µg Protein pro Bande (Rehm 2002). Die in 
Abbildung 14 zu sehenden Banden entsprechen einer aufgetragenen Proteinmenge von etwa  
3 µg. Somit kann von einer wenigstens 90%igen Reinheit, bezogen auf proteinische 
Verunreinigungen, der hier verwendeten Proteinlösungen ausgegangen werden. Das Wildtyp-
Protein wurde in einem Parallelansatz mittels Western Blot-Analyse auf die Anwesenheit des 
„His6-tags“ kontrolliert und diese bestätigt (Abbildung 14). 
M      OYE       OYE       OYE        OYE         OYE          OYE          OYE  
       -F250Y    -F296S   -F296Y    -N194D     -N194D         wt                  wt 
                                    -P295H                      (Western Blot)
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3.3.4 Enzymtest  
 
Zum Nachweis der Enzymaktivität, die ein Indiz für den intakten Zustand des Proteins ist, 
und zur Feststellung der Auswirkung der Punktmutationen auf die Enzymaktivität wurde ein 
Test auf NADPH-Oxidoreduktaseaktivität mit allen Proteinlösungen durchgeführt (Abbildung 
15). Hierbei zeigte sich, dass die Mutantenproteine OYE-N194D und OYE-N194D-P295H 
gegenüber den anderen Proteinen eine erheblich niedrigere Enzymaktivität besaßen. 
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Abb. 15: NADPH-Oxidoreduktaseaktivität des OYEs und seiner Mutanten; n=4 
 
3.3.5 GPC 
 
Zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten mittels Gleichgewichtsdialyse, bei der die 
höchstmögliche Reinheit der Proteinlösungen angestrebt wurde, sollte zusätzlich zu dem 
bisherigen Verfahrensprotokoll mit dem Wildtyp-Protein und der Mutante OYE-N194D eine 
Gel-Permeationschromatographie (GPC) durchgeführt werden, deren Verlauf mittels UV-
Detektion verfolgt wurde (Abbildung 16). 
Ergebnisse 
53 
-10
0
10
20
30
40
50
60
300 400 500 600 700
Durchfluss [Minuten]
A
bs
o
rp
tio
n
 
be
i e
in
e
r 
W
e
lle
n
lä
n
n
ge
 
v
o
n
 
28
0 
n
m
Kalibrationsgemisch OYEwt- Lösung
 
Abb. 16: Schreiberprotokoll der GPC zur Reinigung des Wildtyp-OYE bei einem Durchfluss von  
0,5 ml/Minute. Ausgangsmaterial: IMAC-gereinigtes Konzentrat aus 3 x  500 ml dialysiertem Zelllysat. 
Standard: 1) Glukoseoxidase 65 kDa, 2) Ovalbumin 46 kDa, 3) Myoglobin 18,8 kDa 
 
Das 47 kDa große, Histidin-modifizierte Wildtyp-OYE und in weiteren Versuchen auch das 
Mutantenprotein OYE-N194D wurden dem Standardgemisch entsprechend nach 465 Minuten 
im Durchfluss detektiert. Hierbei ergab sich ein klarer, homogener Peak. Ein weiterer, 
deutlich kleinerer Peak erschien bereits nach 361 Minuten. Die Fraktionen, die eine deutliche 
Gelb- bzw. Orange-Färbung aufwiesen, wurden erneut vereinigt und auf den für die 
Gleichgewichtsdialyse notwendigen Proteingehalt konzentriert. Das Endprodukt wurde 
nochmals mittels SDS-Page untersucht, wobei sich erwartungsgemäß erneut keine Bande 
außer der 47 kDa-Bande zeigte (Abbildung nicht aufgeführt). 
 
   1 
3 
2 
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3.3.6 Bilanz der Proteinreinigung 
 
Die beschriebenen Verfahrensschritte vom Zellaufschluss zum reinen OYEwt-Isolat wurden 
auf die verbleibende Proteinmasse und die NADPH-Oxidoreduktaseaktivität untersucht 
(Tabelle 5). In dem hier aufgeführten bilanzierten Beispielansatz konnte auf eine 
Konzentrierung im Anschluss an die IMAC und die folgende Dialyse verzichtet werden. 
 
Tab. 5: Proteinmassen- und Enzymaktivitäts-Bilanz der Proteinreinigung unter Berücksichtigung der 
einzelnen Verfahrensschritte ausgehend von 500 ml induzierter E. coli-Suspension. Die in Klammern 
aufgeführten Volumina entsprechen dem jeweiligen exklusiven Probevolumen, das für 
Bestimmungsreaktionen entnommen wurde; n=1 
 
Schritt Volumen 
 
[ml] 
Protein-
gehalt 
[mg/ml] 
Protein- 
gesamtmenge 
[mg] 
Aktivität 
 
[µmol/min] 
Spezifische 
Aktivität 
[Units/mg] 
Zellaufschluss 
+Zentrifugation 
18,3 
(+0,2) 
8,99 164,6 0,0121 0,027 
Dialyse 16,2 
(+0,2) 
9,08 147,1 0,0122 0,027 
Konzentrierung 2,0   
(+0,039) 
64,39 128,8 0,0280 0,087 
IMAC 
+ Dialyse 
3,2   
(+0,060) 
1,41 4,5 0,0083 1,181 
GPC 
+Konzentrierung 
0,65 
(+0,010) 
1,94 1,3 0,0183 1,880 
 
Mit dem gewählten Verfahrensprotokoll wurde zunächst eine Isolation von 1,3 mg reinem 
OYE pro 500 ml E. coli-Zellsuspension erzielt. Dabei ist ein Anstieg der spezifischen 
Enzymaktivität mit jedem Reinigungsschritt zu beobachten. Die spezifische Aktivität ist hier 
die NADPH-Oxidoreduktaseaktivität der eingesetzten Lösung, bezogen auf ihren 
Proteingehalt selbiger. Mit der Entfernung von nicht-aktiven, proteinischen Verunreinigungen 
sollte diese ansteigen, da der Anteil an aktivem Protein steigt. Erwartungsgemäß deutlich 
sinkt hier die Proteingesamtmenge und steigt die spezifische Aktivität beim Verfahrensschritt 
der IMAC, der als Hauptreinigungsschritt des Verfahrensprotokolls gesehen werden kann. 
Aber auch beim Verfahrensschritt der GPC, deren Reinigungseffekt nicht an Hand der SDS-
Page kontrolliert werden konnte, kann nochmals ein Anstieg der spezifischen Aktivität um 
fast 60% unter gleichzeitiger Reduzierung der Proteingesamtmenge verzeichnet werden.  
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3.3.7 Steigerung der Proteinausbeute durch Vermeidung von 
Einschlusskörperchen 
 
Die im vorherigen Abschnitt beschriebene Proteinausbeute von 1,3 mg pro 500 ml 
Zellsuspension (Tabelle 5) wurde als noch nicht ausreichend erachtet, um die erforderliche 
Menge von etwa 10 mg reinem Protein in einem vertretbaren Maßstab für die 
Gleichgewichtsdialyse bereitzustellen. Deshalb wurde zur Steigerung der Proteinausbeute bei 
der Inkubation der Zellen mit IPTG die Dauer, die Temperatur und die IPTG-Konzentration 
variiert und die Anwesenheit bzw. Abwesenheit von Glycylglycin berücksichtigt und 
bewertet. Um einen Vergleich zu bekommen, wieviel zu induzierendes, freies Protein nach 
dem Zellaufschluss im geklärten Überstand und wieviel unlösliches Protein in den 
Zelltrümmern zu finden war, wurden beide Phasen separat mittels SDS-Page analysiert 
(Abbildungen 17-22). 
 
        M12     5´    30´     60´   90´    120´  150´  180´  210´  240´ M12   5´    30´     60´    90´   120´  150´    180´  210´  240´ 
 
 
Abb. 17: SDS-Page des Zelllysates bei unterschiedlichen Probennahmezeitpunkten nach der IPTG-
Zugabe bei 37°C. M12: Marker; Links: geklärte Überstände; Rechts: Pellets 
 
Bei der Variierung der Inkubationsdauer zeigte sich für die Überstände eine 47 kDa-Bande 
nahezu konstanter Intensität, während bei den Pellets eine kontinuierliche Zunahme der 
Intensität mit steigender Inkubationsdauer beobachtet wurde (Abbildung 17). Für weitere 
Experimente wurde eine Inkubationsdauer von 3 Stunden für ausreichend befunden, um die 
Bildung einer ausreichenden Menge an löslichem Protein zu ermöglichen. Im nächsten 
Versuchsschritt wurden die Temperatur und die IPTG-Konzentration variiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
47 → 
kDa 
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Marker   Überstand      Pellet       Überstand      Pellet       Überstand     Pellet      Überstand      Pellet        Marker 
M12         ohne             ohne       0,002 mM  0,002 mM    0,02 mM   0,02 mM     0,2 mM      0,2mM            X                       
 
 
Abb. 18: SDS-Page der geklärten Überstände und der Pellets des Zelllysates bei 18°C Inkubations-
temperatur und unterschiedlichen Konzentrationen an Proteinbildung-induzierendem IPTG. Roter 
Kasten: Intensivste 47 kDa-Bande der Überstandsproben in der Versuchsreihe 
 
Marker   Überstand      Pellet       Überstand      Pellet       Überstand     Pellet      Überstand      Pellet        Marker 
M12         ohne             ohne       0,002 mM  0,002 mM    0,02 mM   0,02 mM     0,2 mM      0,2mM          X 
 
 
Abb. 19: SDS-Page der geklärten Überstände und Pellets des Zelllysates bei 27°C Inkubationstemperatur 
und unterschiedlichen Konzentrationen an Proteinbildung-induzierendem IPTG 
 
Marker     Überstand        Pellet       Überstand     Pellet       Überstand       Pellet      Überstand      Pellet        Marker 
M12         ohne             ohne       0,002 mM   0,002 mM    0,02 mM     0,02 mM     0,2 mM       0,2mM         X 
 
 
Abb. 20: SDS-Page der geklärten Überstände und Pellets des Zelllysates bei 37°C Inkubationstemperatur 
und unterschiedlichen Konzentrationen an Proteinbildung-induzierendem IPTG 
47 → 
kDa 
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Marker   Überstand      Pellet       Überstand       Pellet       Überstand      Pellet                                        Marker 
            M12       18°C          18°C          27°C         27°C        37°C          37°C                                       X 
 
 
Abb. 21: SDS-Page der geklärten Überstände und Pellets des Zelllysates bei unterschiedlichen 
Inkubationstemperaturen und 2,0 mM-Konzentration an Proteinbildung-induzierendem IPTG 
 
Es zeigte sich, dass bei 18°C, 27°C und 37°C die 47 kDa-Bande der Pelletproben, deren 
Intensität für den Gehalt an unlöslichem OYE in Form von Einschlusskörperchen stand,  mit 
steigender IPTG-Konzentration intensiver wurde (Abbildungen 18-20). Bei derselben Bande 
der Überstandsproben, deren Intensität für den Gehalt an freiem, löslichem OYE stand, zeigte 
sich dieses Phänomen nur bei 18°C deutlich (Abbildungen 18-20). Bei 18°C  war dann aber 
mit einer weiteren Steigerung der IPTG-Konzentration von 0,2 mM  (Abbildung 18) auf  
2,0 mM (Abbildung 21) keine weitere Bandenintensivierung für die Überstände festzustellen. 
Für weitere Experimente wurden deshalb eine Inkubationstemperatur von 18°C und eine 
IPTG-Konzentration von 0,2 mM verwendet. Mit den neuen Inkubationsbedingungen und 
unter Beibehaltung des oben beschriebenen Reinigungsprotokolls konnte die Ausbeute von 
1,3 mg/500 ml auf  3,2 mg/500 ml hochreines Protein gesteigert werden. 
 
Des Weiteren wurde die Auswirkung von Glycylglycin auf die Ausbeute an löslichem OYE 
untersucht, um hier noch eine zusätzliche Steigerung der Ausbeute an reinem Protein zu 
erreichen. Hierzu wurde die optische Dichte der induzierten Kulturen nach der Inkubation mit 
Glycylglycin bestimmt (Tabelle 6), und die Pellets und Überstände wurden erneut auf ein 
SDS-Gel aufgetragen (Abbildung 22). 
 
47 → 
kDa 
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Tab. 6: Optische Dichte bei 600 nm der untersuchten E. coli-Kulturen nach 3 h Induktion bei An- und 
Abwesenheit von Glycylglycin (GG) in verschiedenen Konzentrationen.  
 
Ansatz ohne GG 250 mM GG 500 mM GG 1000 mM GG 
OD600: 2,9 2,0 1,6 1,3 
  
           Marker   Überstand     Pellet      Überstand     Pellet       Überstand    Pellet         Pellet       Überstand     Pellet          
             M12        ohne            ohne        250mM      250mM      500mM     500mM     1000mM    1000mM   1000mM 
 
 
Abb. 22: SDS-Page der Pellets und geklärten Überstände des Zelllysates nach der IPTG-Inkubation ohne 
und mit verschiedenen Konzentrationen an Glycylglycin 
 
Hierbei zeigte sich, dass sich die Intensität der OYE-Bande mit steigender Glycylglycin-
Konzentation zu Gunsten des Überstandes, also des löslichem OYE, verschiebt. Jedoch 
nimmt diese Intensität, absolut betrachtet, aufgrund der reduzierten Ausgangszellmasse, die 
aus der Messung der optischen Dichte bei Induktionsende hervorgeht, ab. Somit steigert 
Glycylglycin die Ausbeute an freiem OYE nicht, sondern senkt sie. Auf die Verwendung von 
Glycylglycin für weitere Experimente wurde deshalb verzichtet. 
 
Insgesamt konnte durch die Optimierung der Induktionsbedingungen die Proteinausbeute um 
den Faktor 2,5 gesteigert werden. Mit Hilfe des oben genannten Verfahrensprotokolls zur 
Proteinreinigung, bestehend aus den zentralen Reinigungsschritten IMAC und GPC, konnte 
so eine Menge von ca.10 mg reinem OYE-Protein bereitgestellt werden. Diese konnte zur 
Bestimmung der Dissoziationskonstanten des OYE-BPA-Komplexes mittels Gleichgewichts-
dialyse dienen. 
47 → 
kDa 
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3.4 Gleichgewichtsdialyse 
3.4.1 HPLC-Analytik 
 
Um den Gehalt von BPA-Lösungen vor und nach der Gleichgewichtsdialyse bestimmen zu 
können, galt es zunächst eine Analysenmethode zu finden, mit der auch mittlere Stückzahlen 
an Proben in kurzer Zeit und bei vertretbarem Aufwand gemessen werden konnten. Das hier 
verwendete HPLC-System bot den Vorteil einer vollständigen Automatisierung ohne nötige 
Vorbehandlung der Proben. Zur Bestimmung einer geeigneten Absorptionswellenlänge für 
die UV-Detektion wurde das Absorptionspektrum von BPA aufgenommen und die 
Detektionswellenlänge von 223 nm als günstig ermittelt (Abbildung 23).  
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Abb. 23: Absorptionsspektrum von BPA 
 
Die Kombination aus der gewählten Detektionswellenlänge, Laufmitteln und Elutions-
programm ergab einen scharfen, reproduzierbaren BPA-Peak im Analysendiagramm. Zur 
Bestimmung einer linearen Korrelation der BPA-Konzentration in gepufferter Lösung  und 
der sich aus der Absorption ergebenden Peakfläche wurde eine Kalibrationsreihe erstellt 
(Abbildung 24).  
 
223 nm 
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Abb. 24 Kalibrationsreihe zur BPA-Quantifizierung  mittels HPLC. Oben: Vollständiges 
Analysendiagramm; Links unten: BPA-Peaks im messungsrelevanten Zeitabschnitt; Rechts unten: 
Korrelation zwischen der Peakfläche und der Standardkonzentration mit Regressionsgeraden
 
Diese Kalibrationreihe wurde mit jeder neu hergestellten BPA-Stammlösung, hier insgesamt 
fünfmal, vor den Gleichgewichtsdialysen wiederholt. Bei der Auftragung der ermittelten 
Peakflächen gegen die zugehörigen Konzentrationen ergab sich durch lineare Regression eine 
Regressionsgerade mit einer durchschnittlichen Steigung von 1,9156 ± 0,2524 bei einem 
Regressionsfaktor von 0,9978 ± 0,0024. Diese Methode ermöglichte im beschriebenen 
Puffersystem eine zuverlässige BPA-Quantifizierung von 0,5 bis 25 mg/l mit einer 
Wiederfindungsrate von 96,1 ± 1,6% im nachfolgend beschriebenen Versuch zur Bestimmung 
der optimalen Dialysedauer. Bei einer Laufzeit von 30 Minuten je Probe und unter 
Verwendung des dem HPLC-System zugehörigen Autosamplers konnte hiermit 
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zweckdienlich eine Vielzahl von Proben ohne eine vorherige Aufarbeitung, vollautomatisiert 
und mit hoher Genauigkeit gemessen werden. 
3.4.2 Bestimmung der optimalen Dialysedauer 
 
Die Methode der Gleichgewichtsdialyse zur Untersuchung von Protein-Liganden-
Interaktionen setzt voraus, dass ein vollständiger Austausch der Ligandenmoleküle zwischen 
beiden Kammerhälften erfolgt und der Gleichgewichtszustand bis zum Zeitpunkt der 
Probenahme zwecks anschließender HPLC-Analyse erreicht ist. Dieser Zeitpunkt, an dem in 
einem proteinfreien Ansatz die BPA-Konzentration in beiden Kammerhälften ausgeglichen 
sein muss, wurde vor den eigentlichen Messungen zum Vergleich der unterschiedlichen 
Proteine ermittelt. Hierzu wurde in Parallelansätzen eine relativ hochkonzentrierte BPA-
Lösung in der einen Kammerhälfte gegen den Natriumphosphat-Lösungspuffer in der anderen 
Kammerhälfte dialysiert. Die Ansätze wurden in unterschiedlichen Zeitabständen 
nacheinander auf ihren BPA-Gehalt in beiden Kammerhälften mittels HPLC untersucht. Es 
zeigte sich, dass in dem verwendeten Dialysesystem ein vollständiger BPA-Austausch 
zwischen den beiden Kammerhälften über die Membran nach 14 Stunden gegeben ist 
(Abbildung 25). Diese Mindestdauer wurde für die nachfolgenden Affinitätsbestimmungen 
nicht unterschritten.  
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Abb. 25: Kinetik des BPA-Konzentrationsausgleiches während der Gleichgewichtsdialyse. Die Linien 
zwischen den Datenpunkten wurden interpoliert. 
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3.4.3 Nachweis der Proteinstabilität während der Gleichgewichtsdialyse 
 
Da sich bei einer Gleichgewichtsdialysedauer von 14 Stunden mechanischer und thermischer 
Stress infolge der Rotation der Dialysekammern und der Inkubationstemperatur von 18°C 
negativ auf den bis dahin intakten Zustand des untersuchten Proteins auswirken könnten, 
mußte dieses vorab ausgeschlossen werden. Hierzu wurde die Eigenschaft des OYEs, die 
NADPH-Reduktion zu katalysieren, genutzt. Da die angenommene Bindungstasche für BPA 
beim OYE mit dem katalytischen Zentrum übereinstimmt, kann über die Stabilität der 
Enzymaktivität auf die Stabilität der BPA-Bindungsregion dieses Proteins geschlossen 
werden. Hierzu wurde das OYE gegen Puffer dialysiert. In definierten Zeitabständen wurden 
Proben der Proteinlösung entnommen. Diese wurden im Test auf NADPH-
Oxidoreduktaseaktivität untersucht. Es ergab sich mit fortschreitender Dialysedauer keine 
tendenzielle Abnahme der Enzymaktivität (Abbildung 26). Somit konnte von einem intakten 
Zustand der eingesetzten Proteine während der gesamten Gleichgewichtsdialyse ausgegangen 
werden.  
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Abb. 26: NADPH-Oxidoreduktaseaktivität des Wildtyp-OYE im Dialyseansatz gegen Puffer mit 
fortschreitender Dialysedauer; n=5 
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3.4.4 Vergleich der Liganden-Protein-Affinität und der Enzymaktivität 
der verschiedenen Proteine  
 
Um nun feststellen zu können, welche Proteinmutante die höchste BPA-Affinität besitzt, 
wurden die gereinigten Proteine auf eine möglichst hohe, einheitliche Konzentration verdünnt 
und gegen eine äquimolare BPA-Lösung dialysiert. Der BPA-Gehalt der Lösungen in beiden 
Kammerhälften wurde mittels HPLC analysiert.  
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Abb. 27:  Menge des Liganden-Protein-Komplexes nach 14-stündiger Dialyse mit einer 16,33 ± 1,36 µM-
Proteinlösung gegen eine äquimolare BPA-Lösung; n=2 
 
Es zeigte sich, dass allein das Mutantenprotein OYE-N194D deutlich mehr BPA zu binden 
vermochte als das Wildtyp-OYE. Die weiteren 4 Muntantenproteine konnten mit Ausnahme 
der Doppelmutante nicht einmal die Hälfte der BPA-Menge binden, die das Wildtypprotein 
gebunden hatte. Zur Ermittlung der Dissoziationskonstanten (KD-Wert) der Mutante N194D 
und des Wildtyp-OYE wurde der zuvor beschriebene Versuch mit BPA-Lösungen 
variierender Konzentrationen wiederholt und mittels des Scatchard-Plots und linearer 
Regression ausgewertet.  
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Abb. 28: Scatchard-Plot des Wildtyp-OYE. [L]=Konzentration des freien/ungebundenen Liganden, 
[RL]=Konzentration des Protein-Liganden-Komplexes. Der negative Kehrwert der Steigung der mittleren 
Geradenfunktion (hier Y=-0,0020 X + 00761)  ergibt die Dissoziationskonstante; n=3 
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Abb. 29: Scatchard-Plot des Mutantenproteins N194D. [L]=Konzentration des freien/ungebundenen 
Liganden, [RL]=Konzentration des Protein-Liganden-Komplexes.  Der negative Kehrwert der Steigung 
der mittleren Geradenfunktion (hier Y=-0,0107 X + 0,6281)  ergibt die Dissoziationskonstante; n=2 
 
Der Scatchard-Plot ergibt für das Wildtyp-OYE einen KD-Wert von 500 µM und für das 
mutierte Protein N194D von 93 µM. Das heißt, das mutierte Protein besitzt eine etwa fünfmal 
höhere Affinität zu BPA als das Wildtyp-Protein. 
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3.4.5 Klonierungsprodukte zur Oberflächenexpression 
 
Nachdem sich das mutierte Protein OYE-N194D als das mit der höchsten BPA-Affinität 
erwiesen hatte, wurde das zugehörige Gen aus dem E. coli-Vektor pET-24a (+)-OYE-N194D 
isoliert und in verschiedene Oberflächenexpressionsvektoren für S. cerevisiae kloniert. Dabei 
entstanden neue Plasmide, die nachfolgend über das Gen des Fusionsproteins charakterisiert 
wurden, benannt nach dem Ausgangsvektor und den Anfangsbuchstaben der 
Fusionsproteinbestandteile (Abbildung 30).  
 
A) Plasmid pYD-ALO 
 
Gen des Fusionsproteins „ALO“ (1626 Basen)  
 
    
 
 
 
B) Plasmid  pFB-KOC 
 
Gen des Fusionsproteins „KOC“ (1533 Basen) 
 
  
 
 
 
C) Plasmid  pFB-KOLC 
 
Gen des Fusionsproteins „KOLC“ (1602 Basen) 
 
  
 
 
 
D) Plasmid  pFB-KOLS 
 
Gen des Fusionsproteins „KOLS“ (2391 Basen) 
 
   
 
 
 
 
Abb. 30: Schematisierte Ausschnitte der Klonierungsprodukte/Vektoren zur Oberflächenexpression des 
Mutantenproteins OYE-N194D auf S. cerevisiae. Aga2: Sekretionssignal und Teil des Zellwandankers; 
Kre1: Sekretionssignal; L1und L2: verschiedene Linker; Cwp2 und Sed1: Zellwandanker; OYE-N194D: 
Gen des Mutantenproteins; Rote Schrift: Restriktionsschnittstellen, über die das jeweilige Fragment 
eingefügt wurde. Nicht mit Restriktionsschnittstellen gekennzeichnete Fragmente lagen bereits im 
Ausgangsvektor vor. 
Aga2 L1 OYE-N194D 
Kre1 OYE-N194D 
OYE-N194D L2 
Cwp2 
Cwp2 Kre1 
OYE-N194D L2 Sed1 Kre1 
5´  
5´  
5´  
5´  
3´  
3´  
3´  
3´  
NotI EcoRI 
SalI EcoRI 
SalI XbaI 
XbaI BglII 
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Bei dem kommerziell erhältlichen Vektor pYD1 konnte das Gen OYE-N194D einfach aus 
dem Plasmid pET-24a (+)-OYE-N194D über die dargestellten Restriktionsschnittstellen 
ausgeschnitten werden und über selbige in pYD1 eingefügt werden. Im Fall des Vektors pFB2 
mussten die Enden dieses Gens bei der PCR-Isolation modifiziert werden, damit es über die 
dargestellten Schnittstellen eingefügt werden konnte. Die Enden des Zellwandanker-Gens 
Sed1 wurden direkt bei der PCR-Isolation aus ganzen Zellen des S. cerevisiae-Stammes 
ATCC24858 angepasst. Das Linker-Gen L2 für den pFB-Vektor wurde als Oligonukleotid 
synthetisiert (Tabelle 1). Das Linker-Gen L1 lag bereits im Vektor pYD1 vor. Das Vorliegen 
der korrekten Klonierungsprodukte konnte durch Sequenzierung bestätigt werden  
(Abbildung 31). 
 
A) Sequenzierergebnis pYD-ALO: 
 
TGTTTTTAAGCTTCTGCAGGCTAGTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAA
ATGGGTCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGTACCAGGATCCAGTGTGGTGGAATTCTCATTTGTAAAAGATTTTAAGCCACAAGCTTTAG
GTGACACCAACCTATTCAAACCAATCAAGATCGGGAACAATGAACTTTTGCACCGTGCTGTCATTCCTCCATTGACCAGAATGAGAGCTCTTCA
CCCTGGTAATATCCCAAACAGGGACTGGGCAGTCGAATACTACACCCAACGTGCTCAAAGACCTGGTACCATGATTATCACTGAAGGTGCCTTC
ATATCCCCACAAGCCGGCGGTTACGATAACGCTCCAGGTGTTTGGTCGGAAGAACAAATGGTGGAATGGACCAAAATCTTCAACGCTATTCATG
AAAAGAAATCGTTCGTTTGGGTTCAGTTATGGGTTTTGGGTTGGGCTGCTTTCCCAGACAATCTTGCCAGAGATGGTTTGCGTTACGATTCAGC
TTCTGACAACGTTTTCATGGATGCCGAGCAAGAAGCTAAGGCCAAGAAGGCCAACAACCCACAACACAGCCTAACCAAGGACGAAATCAAGCAA
TACATTAAGGAATACGTCCAGGCTGCCAAGAACTCTATTGCTGCTGGTGCCGATGGTGTTGAAATTCACAGTGCTGACGGTTACTTGTTAAACC
AGTTCTTGGACCCTCATTCCAATACTAGAGCCGATGAATATGGTGGATCTATTGAAAACAGAGCTCGTTTCACCTTGGAAGTTGTTGATGCTCT
TGTCGAAGCCATTGGTCATGAAAAAGTTGGTTTGAGATTGTCCCCATACGGTGTTTTCAACAGTATGTCTGGTGGTGCCGAGACCGGCATTGTT
GCCCAATATGCTTACGTTGCTGGTGAATTAGAAAAGAGAGCTAAAGCCGGAAAACGTTTAGCTTTTGTTCATTTGGTTGAACCTCGTGTAACTA
ACCCATTCTTGACTGAAGGGGAGGGTGAATACGAAGGAGGTAGCAACGATTTTGTTTACTCCATCTGGAAGGGCCCAGTCATTAGAGCTGGTAA
TTTTGCTCTCCACCCAGAAGTCGTTAGAGAAGAAGTTAAGGACAAGAGAACCTTGATCGGTTACGGTAGATTCTTCATTTCTAACCCGGATTTG
GTTGATCGTTTGGAAAAAGGTCTACCTCTGAACAAATATGACAGAGATACTTTCTACCAGATGTCTGCTCATGGTTATATTGACTACCCCACCT
ATGAAGAAGCTCTCAAATTAGGCTGGGACAAAAAGCATCACCATCACCATCACTAAGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCTTCGAAGGTAAGC
CTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCATCACCATTGAGTTTAAACCCGCTGATCTGATAACAACA 
 
B) Sequenzierergebnis pFB-KOC: 
 
AACAGCCTGTTCTCACACACTCTTTTCTTCTAACCAAGGGGGTGGTTTAGTTTAGTAGAACCTCGTGAAACTTACATTTACATATATATAAACT
TGCATAAATTGGTCAATGCAAGAAATACATATTTGGTCTTTTCTAATTCGTAGTTTTTCAAGTTCTTAGATGCTTTCTTTTTCTCTTTTTTACA
GATCATCAAGGAAGTAATTATCTACTTTTTACAACAAATATAAAACCAAAAGATCGGCCTCGAGATGATGCGTCGCACGCTATTACATTCATTC
GCTACGCTGCTACTTTCTTTGTCGTTGTGGTCAGCTGCGGTCATGGCAGCTGTGGAATTCTCATTTGTAAAAGATTTTAAGCCACAAGCTTTAG
GTGACACCAACCTATTCAAACCAATCAAGATCGGGAACAATGAACTTTTGCACCGTGCTGTCATTCCTCCATTGACCAGAATGAGAGCTCTTCA
CCCTGGTAATATCCCAAACAGGGACTGGGCAGTCGAATACTACACCCAACGTGCTCAAAGACCTGGTACCATGATTATCACTGAAGGTGCCTTC
ATATCCCCACAAGCCGGCGGTTACGATAACGCTCCAGGTGTTTGGTCGGAAGAACAAATGGTGGAATGGACCAAAATCTTCAACGCTATTCATG
AAAAGAAATCGTTCGTTTGGGTTCAGTTATGGGTTTTGGGTTGGGCTGCTTTCCCAGACAATCTTGCCAGAGATGGTTTGCGTTACGATTCAGC
TTCTGACAACGTTTTCATGGATGCCGAGCAAGAAGCTAAGGCCAAGAAGGCCAACAACCCACAACACAGCCTAACCAAGGACGAAATCAAGCAA
TACATTAAGGAATACGTCCAGGCTGCCAAGAACTCTATTGCTGCTGGTGCCGATGGTGTTGAAATTCACAGTGCTGACGGTTACTTGTTAAACC
AGTTCTTGGACCCTCATTCCAATACTAGAGCCGATGAATATGGTGGATCTATTGAAAACAGAGCTCGTTTCACCTTGGAAGTTGTTGATGCTCT
TGTCGAAGCCATTGGTCATGAAAAAGTTGGTTTGAGATTGTCCCCATACGGTGTTTTCAACAGTATGTCTGGTGGTGCCGAGACCGGCATTGTT
GCCCAATATGCTTACGTTGCTGGTGAATTAGAAAAGAGAGCTAAAGCCGGAAAACGTTTAGCTTTTGTTCATTTGGTTGAACCTCGTGTAACTA
ACCCATTCTTGACTGAAGGGGAGGGTGAATACGAAGGAGGTAGCAACGATTTTGTTTACTCCATCTGGAAGGGCCCAGTCATTAGAGCTGGTAA
TTTTGCTCTCCACCCAGAAGTCGTTAGAGAAGAAGTTAAGGACAAGAGAACCTTGATCGGTTACGGTAGATTCTTCATTTCTAACCCGGATTTG
GTTGATCGTTTGGAAAAAGGTCTACCTCTGAACAAATATGACAGAGATACTTTCTACCAGATGTCTGCTCATGGTTATATTGACTACCCCACCT
ATGAAGAAGCTCTCAAATTAGGCTGGGACAAAAAGGTCGACAGCAGCTCTAGAAGCAGCGAGCTCTCCGCTGCCGCCATTTCTCAAATCACTGA
CGGTCAAATCCAAGCTACTACCACTGCTACCACCGAAGCTACCACCACTGCTGCCCCATCTTCCACCGTTGAAACTGTTTCTCCATCCAGCACC
GAAACTATCTCTCAACAAACTGAAAATGGTGCTGCTAAGGCCGCTGTCGGTATGGGTGCCGGTGCTCTAGCTGCTGCTGCTATGTTGTTATAAA
GATCTTCGATCCGGGAAATAAATTGAATTGAATTGAAATCGATAGATCAATTTTTTTCTTTTCTCTTTCCCCATCCTTTACGCTAAAATAATAG
TTTA 
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C) Sequenzierergebnis pFB-KOLC 
 
TTACTTGTTAAACCAGTTCTTGGACCCTCATTCCAATACTAGAGCCGATGAATATGGTGGATCTATTGAAAACAGAGCTCGTTTCACCTTGGAA
GTTGTTGATGCTCTTGTCGAAGCCATTGGTCATGAAAAAGTTGGTTTGAGATTGTCCCCATACGGTGTTTTCAACAGTATGTCTGGTGGTGCCG
AGACCGGCATTGTTGCCCAATATGCTTACGTTGCTGGTGAATTAGAAAAGAGAGCTAAAGCCGGAAAACGTTTAGCTTTTGTTCATTTGGTTGA
ACCTCGTGTAACTAACCCATTCTTGACTGAAGGGGAGGGTGAATACGAAGGAGGTAGCAACGATTTTGTTTACTCCATCTGGAAGGGCCCAGTC
ATTAGAGCTGGTAATTTTGCTCTCCACCCAGAAGTCGTTAGAGAAGAAGTTAAGGACAAGAGAACCTTGATCGGTTACGGTAGATTCTTCATTT
CTAACCCGGATTTGGTTGATCGTTTGGAAAAAGGTCTACCTCTGAACAAATATGACAGAGATACTTTCTACCAGATGTCTGCTCATGGTTATAT
TGACTACCCCACCTATGAAGAAGCTCTCAAATTAGGCTGGGACAAAAAGGTCGACGATCTGTACGACGATGACGATAAGGCTAGTGGTGGTGGT
GGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTTCTAGAAGCAGCGAGCTCTCCGCTGCCGCCATTTCTCAAATCACTGACGGTCAAATCC
AAGCTACTACCACTGCTACCACCGAAGCTACCACCACTGCTGCCCCATCTTCCACCGTTGAAACTGTTTCTCCATCCAGCACCGAAACTATCTC
TCAACAAACTGAAAATGGTGCTGCTAAGGCCGCTGTCGGTATGGGTGCCGGTGCTCTAGCTGCTGCTGCTATGTTGTTATAAAGATCTTCGATC
CGGGAAATAAATTGAATTG 
 
D) Sequenzierergebnis pFB-KOLS 
 
TTACTTGTTAAACCAGTTCTTGGACCCTCATTCCAATACTAGAGCCGATGAATATGGTGGATCTATTGAAAACAGAGCTCGTTTCACCTTGGAA
GTTGTTGATGCTCTTGTCGAAGCCATTGGTCATGAAAAAGTTGGTTTGAGATTGTCCCCATACGGTGTTTTCAACAGTATGTCTGGTGGTGCCG
AGACCGGCATTGTTGCCCAATATGCTTACGTTGCTGGTGAATTAGAAAAGAGAGCTAAAGCCGGAAAACGTTTAGCTTTTGTTCATTTGGTTGA
ACCTCGTGTAACTAACCCATTCTTGACTGAAGGGGAGGGTGAATACGAAGGAGGTAGCAACGATTTTGTTTACTCCATCTGGAAGGGCCCAGTC
ATTAGAGCTGGTAATTTTGCTCTCCACCCAGAAGTCGTTAGAGAAGAAGTTAAGGACAAGAGAACCTTGATCGGTTACGGTAGATTCTTCATTT
CTAACCCGGATTTGGTTGATCGTTTGGAAAAAGGTCTACCTCTGAACAAATATGACAGAGATACTTTCTACCAGATGTCTGCTCATGGTTATAT
TGACTACCCCACCTATGAAGAAGCTCTCAAATTAGGCTGGGACAAAAAGGTCGACGATCTGTACGACGATGACGATAAGGCAAGTGGTGGTGGT
GGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTTCTAGAATGAAATTATCAACTGTCCTATTATCTGCCGGTTTAGCCTCGACTACTTTGG
CCCAATTTTCCAACAGTACATCTGCTTCTTCCACCGATGTCACTTCCTCCTCTTCCATCTCCACTTCCTCTGGCTCAGTAACTATCACATCTTC
TGAAGCTCCAGAATCCGACAACGGTACCAGCACAGCTGCACCAACTGAAACCTCAACAGAGGCTCCAACCACTGCTATCCCAACTAACGGTACC
TCTACTGAAGCTCCAACCACTGCTATCCCAACTAACGGTACCTCTACTGAAGCTCCAACTGATACTACTACTGAAGCTCCAACCACCGCTCTTC
CAACTAACGGTACTTCTACTGAAGCTCCAACTGATACTACTACTGAAGCTCCAACCACCGGTCTTCCAACCAACGGTACCACTTCAGCTTTCCC
ACCAACTACATCTTTGCCACCAAGCAACACTACCACCACTCCTCCTTACAACCCATCTACTGACTACACCACTGACTACACTGTAGTCACTGAA
TATACTACTTACTGTCCAGAACCAACCACTTTCACCACAAACGGTAAGACTTACACCGTCACTGAACCAACCACATTGACTATCACTGACTGTC
CATGCACCATTGAAAAGCCAACAACCACATCAACCACCGAATACACTGTAGTCACTGAGTACACTACTTACTGTCCAGAACCAACCACTTTCAC
CACAAACGGTAAGACTTACACCGTCACTGAACCAACCACTTTGACTATCACTGACTGTCCATGTACTATTGAAAAGAGCGAAGCCCCTGAGTCT
TCTGTCCCAGTTACCGAATCTAAGGGCACTACCACCAAAGAAACAGGTGTTACTACCAAACAAACCACAGCCAACCCAAGTCTAACCGTCTCCA
CAGTCGTCCCAGTTTCATCCTCTGCTTCTTCTCATTCCGTTGTCATCAACAGTAACGGTGCTAACGTCGTCGTTCCAGGTGCTTTAGGTTT 
 
Abb. 31: Ergebnis der Teilsequenzierung der Klonierungsprodukte. Gelb: Aga2-Gen; Blau: Kre1-Gen; 
Rot: Linker-Gen; Pink: Cwp2-Genfragment; Dunkelgrün: Sed1-Gen; Hellgrün: OYE-N194D-Gen; Rote 
Schrift: für dieses Produkt relevante Restriktionsschnittstelle (Farbwahl in Anlehnung an Abbildung 30) 
 
Die sequenzierten Plasmide wurden in S. cerevisiae transformiert, zur Kontrolle erneut in 
Form eines „Plasmid Rescues“ isoliert und mittels Restriktionsverdau und Agarose-
Gelelektrophorese kontrolliert (Abbildung 32). 
 
Abb. 32: Gelelektrophoretische Auftrennung der Restriktionsverdaue der isolierten Klonierungs-
produkte. Marker TriDye™ 2-Log Ladder Banden von oben nach unten: 10,0/8,0/6,0/5,0/4,0/3,0/2,0/1,5/ 
1,2/1,0/0,9/0,8/0,7/0,6/0/0,5/0,4/0,3/0,2/0,1 kb;  
A) pYD-ALO: Marker, HincII-Verdau, ungeschnittenes Plasmid;  
B) pFB-KOC: Marker, EcoRI/SalI-Doppelverdau, EcoRI-Einzelverdau, ungeschnittenes Plasmid;  
C) pFB-KOLC: Marker, ungeschnittenes Plasmid, XbaI-Verdau, SalI-Verdau, XbaI/SalI Doppelverdau, 
EcoRI/SalI-Doppelverdau, EcoRI/XbaI-Doppelverdau; 
D) pFB-KOLS: Marker, ungeschnittenes Plasmid, XbaI-Verdau, XbaI/BglII-Doppelverdau, EcoRI/BglII-
Doppelverdau 
             A)                           B)                                                  C)                                  D) 
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Das Plasmid pYD1 (5,0 kb) beinhaltete 2 HincII- Restriktionsschnittstellen, die es ohne ein 
weiteres eingefügtes Gen in zwei 2,5 kb Fragmente teilen würden. Diese würden als eine 
Bande auf dem Gel sichtbar werden. Das Plasmid pYD-ALO (6,2 kb) würde bei einem 
Verdau mit HincII zu einem 2,5 und einem 3,7 kb großen DNA-Fragment führen; beide 
waren in Abbildung 32 A) zu sehen. Das Plasmid pFB-KOC (7,8 kb) ergab bei einem 
linearisierenden Einzelschnitt mit EcoRI eine Bande entsprechend seiner Größe. Der 
Doppelverdau mit EcoRI und SalI führte zu einer erneuten Aufspaltung in die beiden 
Klonierungsausgangsfragmente, dem Gen OYE-N194D (1,2 kb) und dem geöffneten 
Ausgangsvektor pFB2 (6,6 kb), die beide in Abbildung 32 B) zu erkennen waren. Bei dem 
Plasmid pFB-KOLC (7,9 kb) ergab ein Einzelschnitt mit XbaI oder SalI eine Bande 
entsprechend der Größe des linearisierten Plasmides. Der Doppelverdau mit diesen beiden 
Restriktionsenzymen würde ebenfalls eine erneute Aufspaltung in die beiden 
Klonierungsausgangsfragmente, Linker-Gen (0,1 kb) und geöffneter Ausgangsvektor pFB-
KOC (7,8 kb), ergeben. Da das ausgeschnittene Linker-Gen in einer sehr niedrigen 
Konzentration und am unteren Rand des Größenmarkers vorkam, war dieses in  
Abbildung 32 C) nicht zu erkennen. Der Doppelverdau mit EcoRI und SalI führte zu einem 
erneuten Ausschnitt des Gen OYE-N194D (1,2 kb), der Doppelverdau mit EcoRI und XbaI zu 
einem Fragment des Gens OYE-N194D plus dem Gen des Linkers (zusammen 1,3 kb). Der 
minimale Unterschied von 0,1 kb war sowohl bei diesen beiden Fragmenten als auch bei 
ihrem Vektorrestfragment in Abbildung 32 C) erkennbar. Plasmid pFB-KOLS (8,7 kb) zeigte 
bei einem Einzelschnitt mit XbaI wie die zuvor genannten Plasmide eine Bande entsprechend 
der Größe des linearisierten Plasmides. Der Doppelverdau mit XbaI und BglII schnitt erneut 
das eingefügte Zellwandanker-Gen SedI (1,0 kb) aus. Da dieser Verdau hier nur partiell 
erfolgreich war und somit das relativ kleine Fragment in einer niedrigen Konzentration 
vorlag, war die in Abbildung 32 D) gezeigte 1,0 kb-Bande extrem schwach. Deutlicher 
erkennbar war die 2,2 kb-Bande, resultierend aus dem Doppelverdau mit EcoRI und BglII, der 
das Gen OYE-N194D zuzüglich des Gens SedI zugrunde lag.  
 
Zusammenfassend konnten hier vier unterschiedliche Vektoren zur Oberflächenexpression 
der OYE–Mutante N194D erstellt werden, deren Zusammensetzung mittels Sequenzierung 
bestätigt wurde. Alle vier konnten in S. cerevisiae transformiert und daraus erneut isoliert 
werden. Die Isolate wurden nochmals mittels Restriktionsverdau untersucht und als korrekt 
bestätigt. 
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3.4.6 Nachweis der Oberflächenexpression 
 
Der Nachweis der Expression der Fusionsproteine auf der Zelloberfläche von S. cerevisiae 
erfolgte wie beschrieben mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern. Im Fall des ALO-
Fusionsproteins wurde ein His6-spezifischer Antikörper eingesetzt. Bei den Fusionsproteinen 
KOC, KOLC und KOLS wurde ein Xpress™-Epitop-spezifischer Antikörper verwendet. Die 
codierende Sequenz für das Xpress™-Epitop war im Linker-Gen und somit in den Plasmiden 
pFB-KOLC und-KOLS vorhanden. 
 
Bei einer insgesamt 72-stündigen Galaktose-Inkubation/Induktion von S. cerevisiae-Zellen, 
die das Plasmid pYD-ALO trugen, zeigte sich bereits nach 24 Stunden ein deutliches 
Fluoreszenzsignal infolge einer Behandlung mit dem Antikörper. Nach weiteren 24 Stunden 
erreichte das Signal sein Maximum. Dabei zeigte sich auch, dass einzelne Bereiche auf der 
Zelloberfläche stärker fluoreszierten als andere und dass nur etwa 20 bis 30% aller Zellen 
dieses Signal überhaupt aufwiesen. Uninduzierte Zellen oder Zellen des Wildtyp- 
S. cerevisiae-Stammes EBY100 zeigten hingegen ein vernachlässigbar geringes Signal 
(Abbildung 33). 
 
 
 
 
Abb. 33: Großfeldmikroskopische Aufnahme von S. cerevisiae pYD-ALO nach Inkubation mit einem 
fluoreszierenden, His6-spezifischen Antikörper zum Nachweis des oberflächenexprimierten Fusions-
proteins „ALO“. Links: 48h lang induzierte Zellen; Rechts: uninduzierte Zellen  
 
Die drei, das Fusionsprotein konstitutiv exprimierenden S. cerevisiae-Stämme, die ein Plasmid 
auf Basis des pFB-Vektors trugen, zeigten alle unabhängig vom Alter der Kultur ebenfalls ein 
deutliches Fluoreszenzsignal (Abbildung 34), während Zellen des Wildtypstammes  
CEN.PK2-1C ohne Plasmid gar kein Signal lieferten. Selbst das exprimierte Fusionsprotein 
KOC, dem die Sequenz des Epitopes fehlte, vermochte den Antikörper zu binden. Den 
fluoreszierenden Zellen aller drei Stämme war gemeinsam, daß sie erkennbar kleiner als nicht-
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fluoreszierende Zellen waren. Das Fluoreszenzsignal war gleichmäßig auf der ganzen 
Zelloberfläche verteilt. Nur 10 bis 20% der Zellen zeigten dieses Signal.  
 
 
Abb. 34: Überlagerte Fluoreszenz-Transmissions-Aufnahmen eines konfokalen Laser Scanning 
Mikroskops von S. cerevisiae-Stämmen nach Inkubation mit einem fluoreszierenden, Xpress™-Epitop-
spezifischen Antikörper. Links: S.c. pFB-KOC; Mitte: S.c. pFB-KOLC; Rechts: S.c. pFB-KOLS 
 
Somit konnte gezeigt werden, dass alle vier Fusionsproteine auf der Zelloberfläche von  
S. cerevisiae nachweisbar waren. Allen Stämmen gemeinsam war, dass nur ein Teil der Zellen 
das jeweilige Protein trug. Unterschiede bestanden darin, dass bei dem Stamm auf Basis des 
pYD-Vektors die Oberfläche ungleichmäßig mit Protein bedeckt war und die Induktion einige 
Zeit erforderte, während die konstitutiv exprimierenden Stämme auf Basis des pFB-Vektors 
kleinere Zellen mit einer sofortigen Expression und gleichmäßiger Verteilung der 
Fusionsproteine zeigten. Alle vier Stämme wurden auf Veränderungen ihrer BPA-
Adsorptionseigenschaften im Vergleich zum Wildtyp-Stamm untersucht.  
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3.5 Bindungstests mit ganzen Hefezellen 
Um abschließend ermitteln zu können, ob und wie sich die BPA-Adsorptionseigenschaften 
von S. cerevisiae durch die Oberflächenproteine verändert haben, wurden Bindungstests, 
bestehend aus einer gepufferten BPA-Lösung und den Zellen der verschiedenen Stämme, 
durchgeführt. Hierzu galt es zunächst einen Eindruck zu bekommen, wie schnell diese Zellen 
BPA zu binden vermochten. In einem Vorversuch wurde nur ein Stamm in Abhängigkeit von 
der Adsorptionstemperatur untersucht und die relativ adsorbierte BPA-Menge der eingesetzen 
Zellmasse über der Inkubationsdauer aufgetragen (Abbildung 35).  
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Abb. 35: Adsorptionsisothermen des S. cerevisiae-Stammes pYD-ALO bei verschiedenen Temperaturen 
 
Beim Vergleich dieser Adsorptionsisothermen zeigte sich ein deutlich verlangsamtes 
Bindungsverhalten bei 4°C gegenüber 18°C und 30°C. Da sich bei 18°C ähnlich wie bei 30°C 
die relativ adsorbierte BPA-Menge nach 3,25 h dem Bindungsmaximum näherte, wurde diese 
Temperatur für den nachfolgenden Vergleich der Stämme untereinander gewählt. Hierdurch 
sollte gegenüber der höheren Adsorptionstemperatur eine zu schnelle Sättigung des 
Zellmaterials vermieden und eine überflüssige Fortsetzung der Zellvermehrung im 
Bindungsansatz reduziert werden. Die erheblich langsamere Sättigung des Zellmaterials mit 
BPA bei 4°C wurde für die Durchführung des nachfolgenden Versuchs zum Vergleich der 
verschiedenen Stämme als nicht zweckdienlich befunden.    
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Da die Adsorption von gelösten Substanzen durch lebende Zellen stark von der eingesetzten 
Zellmasse beeinflusst wird (Puranik & Paknikar 1999), wurde zum Vergleich der 
unterschiedlichen Stämme stets versucht dasselbe Verhältnis von Zelltrockenmasse zur 
eingesetzten Menge an BPA zu wahren. Mergler zeigte 2003, dass die Bindung von BPA an 
das oberflächenexprimierte „Kluyveromyces Yellow Enzyme“ (Miranda et al. 1995) stark pH-
abhängig ist. Obwohl das Optimum dieses Homologs des OYEs oberhalb von pH 9 lag, 
wurden die hier durchgeführten Experimente stets in einem gepufferten System bei pH 7 
ausgeführt. Dadurch sollte eine Schädigung der Zellen bei längerer Inkubationsdauer 
vermieden werden und die Zellen sollten bei dem pH-Wert untersucht werden, bei dem sie 
später einmal in Form eines Biofilters am Kläranlagenablauf eingesetzt werden. Für den 
nachfolgenden Vergleich der Adsorptionsisothermen der verschiedenen Stämme (Abbildung 
36) wurde eine BPA-Konzentration von 5 mg/l eingesetzt. Nach Inkubation mit der BPA-
Lösung wurden die Zellen entfernt und die Restkonzentration an BPA im Versuchsansatz 
bestimmt. 
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Abb. 36: BPA-Adsorptionsisothermen bei 18 °C-Inkubationstemperatur der S. cerevisiae-Stämme mit und 
ohne diversen Plasmiden zur Oberflächenexpression; n=1 
 
Das unter den Stämmen angestrebte annähernd gleiche Verhältnis von Zelltrockenmasse zu 
adsorbierbarer BPA-Masse während der Inkubation betrug beim A) Wildtyp 1036,  B) pYD-
ALO 1220, C) pFB-KOLS 1192, D) pFB-KOLC 1088 und E) pFB-KOC 1168. Zum 
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Vergleich der BPA-Bindungsgeschwindigkeit der Stämme untereinander war die adsorbierte 
BPA-Menge nach der ersten Minute gesondert zu betrachten (Abbildung 37). 
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Abb. 37: Vergleich der untersuchten S. cerevisiae-Stämme bezüglich ihrer BPA-Adsorptionseigen-
schaften; n=1 
 
Die maximal adsorbierte BPA-Menge in diesem Versuch, die sich in Abbildung 36 und 
Abbildung 37 erkennen läßt, lag bei allen Stämmen zwischen 0,469 und 0,510 mg BPA pro g 
Zelltrockengewicht und war mit 55,0 ± 2,7% der eingesetzten BPA-Gesamtmenge insgesamt 
annähernd gleich. Deutlich Unterschiede bestanden jedoch in der Bindungsgeschwindigkeit, 
die sich hier in der adsorbierten BPA-Menge nach der ersten Minute wiederspiegelte. Von der 
maximal adsorbierten BPA-Menge vermochte der Wildtypstamm nur 12,9% in der ersten 
Minute und der Stamm pYD-ALO immerhin 29,7% zu binden. Die Stämme auf Basis des 
pFB-Plasmids banden jedoch alle einen in etwa gleichen Anteil von 76,9 ± 2,8%, was auf eine 
deutlich höhere BPA-Bindungsgeschwindigkeit schließen lässt.  
 
Somit konnte gezeigt werden, dass bei allen hier modifizierten Stämmen, insbesondere aber 
bei den Stämmen pFB-KOC, -KOLC und -KOLS die BPA-Bindungsgeschwindigkeit infolge 
der oberflächenexprimierten Fusionsproteine um ein Vielfaches gesteigert werden konnte. 
Diese Stämme können nun als günstiges Ausgangsmaterial für den Aufbau eines Biofilters 
zur Elimination von BPA aus Abwasser eingesetzt werden. 
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4. Diskussion 
4.1 Mutagenesen und Gewinnung der reinen Proteine 
Das verwendete Expression System der Firma Novagen, bestehend aus dem hier OYE-Insert-
haltigen Plasmid pET24 a(+) und dem E. coli-Stamm BL21 (DE3) pLysS hat sich bereits in 
zahlreichen Expressionsversuchen als effektiv herausgestellt (Pan & Malcolm 2000). Der 
T7lac-Promoter sorgte als wichtiger Bestandteil des Systems für eine starke Expression, die 
eine hohe Anreicherung selbst von toxischen Proteinen im verwendeten Stamm versprach. 
(Studier 1991, Studier et al. 1990). Verluste durch Proteaseaktivität oder eingeschränktes 
Zellwachstum durch Toxizität des exprimierten Proteins konnten auch für die hier 
beschriebene Anwendung nicht festgestellt werden. Als ebenso zweckdienlich stellte sich das 
Gene Tailor Site-Directed Mutagenesis System heraus, mit dem innerhalb kürzester Zeit 
und mit einer Erfolgsquote von mehr als 50%, bezogen auf die untersuchten Kolonien, 
Plasmide produziert werden konnten, die allein die angestrebte Punktmutation besaßen. 
  
Der alleinige Zellaufschluss mit Lysozym erzielte nicht das angestrebte mikroskopische Bild 
zerstörter Zellen (Bild nicht gezeigt), weshalb die recht grobe Methode des 
Ultraschallaufschlusses hinzugenommen wurde. Bei dieser Methode wurden Zellen großen 
Druckschwankungen infolge der Beschallung ausgesetzt, die zum Zerplatzen derselbigen 
führen sollten (Jacobs & Thornley 1954). Diesen Druckschwankungen waren auch die aus 
den Zellen freiwerdenden Proteine ausgesetzt. Dabei war eine Schädigung in Form einer 
Fragmentierung der Proteine nicht auszuschließen. Dieses ging jedoch nicht aus der 
aufgestellten Verfahrensbilanz (Tabelle 5) hervor.  
 
Durch die nachfolgende Dialyse und den Konzentrierungsschritt, die beide zu einer Selektion 
von gelösten Bestandteilen oberhalb von 30 kDa führten, wurden neben den freigesetzten 
Fremdproteinen auch kleine und mittlere Fragmente des 47 kDa-großen Proteins entfernt. 
Weitere möglicherweise noch vorhandene Fragmente oberhalb von 30 kDa, die nicht den 
„His6-tag“ besaßen, wurden durch die IMAC entfernt, so dass nach diesen Verfahrensschritten 
nur noch ein vernachlässigbar geringer Anteil an Fragmenten vorhanden sein sollte und somit 
nur noch das intakte Protein übrig blieb. Dass ein wesentlicher Teil an Fremdsubstanzen 
durch die IMAC abgetrennt wurde, war bereits während der Chromatographie aus dem 
Schreiberprotokoll ersichtlich (Abbildung 12). Mit den ersten 15 ml Durchfluss, in denen die 
zu reinigende Lösung auf die Säule gegeben wurde, konnte der wesentliche Teil an 
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Zelltrümmern und nicht bindenen Bestandteilen entfernt werden. Bei einem sofortigen 
Wechsel im Elutionspuffer auf 20% Anteil der Imidazollösung eluierten zunächst vor allem 
unspezifisch gebundene Bestandteile, die in Form eines größeren und dann eines weiteren 
kleineren Peaks deutlich wurden. Erst bei einer weiteren Steigerung der 
Imidazolkonzentration auf knapp über 20%, hier in Form eines Gradienten auf 80% 
Lösungsanteil, wurde das His6-modifizierte OYE durch das Imidazol von den Bindungsstellen 
des Säulenmaterials verdrängt und somit eluiert. Mit Erreichen des 80%- und später des  
100%-Imidazol-Lösungsanteils, zeigte sich ein weiterer zweischultriger Peak, der auf die 
Absorption des Imidazols bei hohen Konzentrationen zurückgeführt wurde. 
 
Die Ergebnisse des Schreiberprotokolls wurden in der darauf folgenden Fraktionsanalyse 
mittels SDS-Page (Abbildung 13) bestätigt. In den drei Durchlauffraktionen (D1-D3) fanden 
sich ungebundene Proteine, während bei 20% Imidazollösungsanteil unspezifisch gebundene 
Proteine (E5-E8) und während des Gradienten (E9-E15) vor allem das „His6-tag“-spezifisch 
gebundene OYE in Form einer klaren 47 kDa-Bande zu erkennen waren. Dass es sich bei 
letzterem tatsächlich um das OYE handelte, wurde wiederum durch die charakteristische 
Gelbfärbung und einen qualitativen Test auf NADPH-Oxidoreduktaseaktivität (Ergebnis nicht 
dargestellt) der jeweiligen Fraktionen bestätigt. Da das gezeigte Schreiberprotokoll 
(Abbildung 12) und die Darstellungen der SDS-Page (Abbildung 13) hier Isolationsansätzen 
mit unterschiedlich viel Säulenmaterial zugehörig  waren, kam es bei diesen Abbildungen zu 
leichten Abweichungen in den einzelnen Elutionsabschnitten. Das heißt, dass auf der SDS-
Page die OYE-Bande etwas später erschien, als es das Schreiberprotokoll vermuten ließ. Als 
günstig erwies es sich, das Packbett, welches eine Bindungskapazität von 5 mg His6-
modifiziertem Protein pro ml Chelating- Sepharose besaß, geringfügig zu überladen, da 
hierdurch weniger unspezifische Wechselwirkungen mit dem Säulenmaterial möglich wurden. 
Die erneute Auftragung der vereinten,  relevanten Fraktionen (E10-E13) auf eine SDS-Page 
(Abbildung 14) zeigte bei allen untersuchten Proteinen die hohe Produktreinheit, die bereits 
durch die zuvor erfolgten Verfahrensschritte erzielt worden war. Ebenso zeigte sich, dass die 
Punktmutationen im OYE keinen Einfluss auf Verhalten des Proteins im Reinigungsverfahren 
zu haben schienen. Der darauf folgende quantitative Enzymtest ergab, dass die Proteine 
OYEwt, OYE-F250Y, -F296S, und –F296Y eine annähernd gleiche NADPH-
Oxidoreduktaseaktivität besaßen. Die Proteine OYE-N194D und –N194D-P295H hingegen 
wiesen nur noch eine vernachlässigbar geringe spezifische Aktivität auf. Da beide Proteine 
die Mutation N194D trugen und sich durch eine charakteristische Orangefärbung von den 
anderen Proteinen unterschieden, war der Aktivitätsverlust weniger auf eine Inaktivierung in 
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Folge des Reinigungsverfahrens als vielmehr auf eine Strukturänderung im aktiven Zentrum 
des OYEs in Folge dieser Mutation zurückzuführen.  
 
Die Bilanz der Proteinreinigung (Tabelle 5) zeigte, dass die Verfahrensschritte 
„Konzentrierung“ und „IMAC + Dialyse“ erwartungsgemäß zur Steigerung der spezifischen 
Aktivität und damit der Enzymreinheit beigetragen haben. Die Methode der Dialyse führte zu 
keinen Aktivitätsverlusten, wie aus dem Vergleich der ersten beiden Tabellenzeilen 
ersichtlich war. In dem hier aufgeführten bilanzierten Beispielansatz konnte auf eine 
Konzentrierung nach der IMAC und Dialyse verzichtet werden. Obwohl schon mit dem 
Verfahren der IMAC ein Proteinisolat von mindestens 90% Reinheit erzielt wurde, konnte 
durch den zusätzlichen Reinigungsschritt der GPC diese um noch knapp weitere 60% 
gesteigert werden, was über die spezifische Aktivität  nachgewiesen wurde. Das 
Schreiberprotokoll der GPC (Abbildung 16) ergab neben dem Peak des OYEs nur einen 
kleinen Peak bei 360 Minuten Durchflusszeit. Die Verunreinigung, für die dieser Peak stand, 
konnte durch die Fraktionierung des Eluates vom zu reinigenden OYE entfernt werden. Es 
könnten jedoch auch weitere Verunreinigungen aufgrund ihrer Größenunterschiede entfernt 
worden sein, falls diese so unterschiedlich eluierten, dass jede einzeln infolge ihrer geringen 
Konzentration unter die Nachweisgrenze des UV-Detektors fiel und so nicht als Peak 
erschien. Ebenso könnten auch inhibierende Lösungsbestandteile entfernt worden sein. Die 
Bilanz der Proteinreinigung (Tabelle 5) zeigte, dass die Proteinmasse im letzten 
zusammengefassten Verfahrensschritt, „GPC + Konzentrierung“, nochmals deutlich abnahm, 
die spezifische Aktivität aber weiter anstieg. Zuerst Genanntes könnte zum einen durch die 
angestrebte Entfernung von Fremdproteinen zu Stande kommen. Zum anderen waren der 
Proteinverlust, der mit diesem Verfahren und der hiermit angeschlossenen Konzentrierung 
einherging sowie der Verlust durch Probenahme zu berücksichtigen. Die spezifische Aktivität 
stieg jedoch noch erheblich an, weshalb eine weitere Steigerung der Reinheit in jedem Fall 
erzielt worden ist. Das gewählte Verfahrensprotokoll zur Reinigung des OYEs und seiner 
Mutanten erwies sich insgesamt als sehr zweckmäßig und in 4 bis 5 Tagen von der einzelnen 
E. coli-Kolonie bis zu einer OYE-Proteinlösung von mindestens 96% Reinheit durchführbar. 
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4.2 Steigerung der Proteinausbeute durch Vermeidung von 
Einschlusskörpern 
Das gewählte Verfahrensprotokoll der Proteinisolation stellte sich als praktikabel heraus. 
Dennoch war die Produktivität des Gesamtsystems noch nicht ausreichend, um die für einen 
Gleichgewichtsdialyseansatz erforderliche Menge von etwa 10 mg reinem OYE zu liefern. 
Bei 1,3 mg reinem Protein pro 500 ml Schüttelkultur wären hierfür über 7 l Kultur nötig 
gewesen, die aufgrund der Zentrifugations- und Konzentrierungsschritte nur sehr 
zeitaufwendig aufzuarbeiten gewesen wären. Deshalb wurden hier die Verluste in Form von 
Einschlusskörperchen (engl. Inclusion Bodies) minimiert. Diese mikroskopisch sichtbaren 
Einschlüsse in Bakterienzellen bestehen meist aus Ansammlungen fehlerhaft oder nur teil-
gefalteter Proteine, die in E. coli durch die exzessive Synthese von heterologen Proteinen 
auftritt (Mitraki & King 1989). Eine Möglichkeit, diesem Phänomen entgegenzuwirken, ist, 
die Syntheserate des Genproduktes so weit herabzusetzen, dass eine verlangsamte, aber 
dadurch korrekte Faltung des Zielproteins ermöglicht wird (Baneyx & Mujacic 2004). In der 
hier vorliegenden Arbeit wurde zunächst der mittelfristige Verlauf der Proteinbildung grob 
mittels SDS bestimmt. Es zeigte sich in Abbildung 17, dass das löslich gebildete OYE nach 
dem Zellaufschluss im Medium/Überstand unabhängig von der Induktionsdauer in annähernd 
gleicher Konzentration vorhanden ist. In den unlöslichen Zellresten/Pellets ist es nach 5´ noch 
gar nicht als Bande der SDS-Page erkennbar und wird erst mit fortschreitender 
Inkubationsdauer deutlich. Das lösliche OYE wird somit recht schnell gebildet. Mit 
fortschreitender Inkubationsdauer entstehen hauptsächlich Fehlfaltungen, die in Form von 
unlöslichen Einschlusskörpern in den Zelltrümmern verloren gehen und für die weitere 
Aufreinigungen nach dem beschriebenen Verfahrensprotokoll nicht zur Verfügung stehen. 
Die hohe Konzentration an freiem Protein ist bereits nach einigen Minuten erreicht. 
  
Neben der Kontrolle der Inkubationsdauer wurden die Inkubationstemperatur und gleichzeitig 
die IPTG-Konzentration variiert. Beim Auftragen der unlöslichen Proteinbestandteile/Pellets 
(Abbildung 18-21) zeigte sich klar eine Konzentrationszunahme an OYE mit steigender 
Temperatur und steigender IPTG-Konzentration bis 0,2 mM. Bei der höchsten Konzentration 
von 2,0 mM (Abbildung 21) ist durch die Überladung des SDS-Gels mit Protein im genannten 
Bereich keine weitere Intensitätssteigerung erkennbar. Beim Auftragen der löslichen 
Proteinbestandteile/Überstände (Abbildung 18-21) ist die Konzentrationszunahme an OYE 
ebenfalls mit steigender IPTG-Konzentration verbunden, aber hier mit einer sinkenden 
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Inkubationstemperatur. Die Bildung von Einschlusskörperchen wird somit durch die 
Inkubation bei den hohen Temperaturen begünstigt, während bei niedrigen Temperaturen 
mehr lösliches Protein gebildet wird (Schein & Noteborn 1988, Schein 1989). Bereits Brown 
et al. (1998) gelang es, die Ausbeute an löslichem OYE im selben Stamm unter Verwendung 
eines ähnlichen pET-Plasmides durch einen Temperatur-Shift von 37°C auf 30°C zu steigern. 
Eine Steigerung der Bildung an löslichem Protein durch Erhöhung der IPTG-Zugabe oberhalb 
von 0,2 mM ist nicht erkennbar. Baneyx & Mujacic beschrieben 2004 in ihrem Review eine 
IPTG-Konzentration unterhalb von 0,1 mM als geeignet, was mit dem hier ermittelten 
Resultat vereinbar ist. 
 
Es gibt zahlreiche weitere, aber proteinspezifische Methoden, die die Löslichkeit des in  
E. coli überexprimierten Proteins erhöhen können. Eine einfach umsetzbare Möglichkeit ist 
die Zugabe von Glycylglycin. Gosh et al. (2004) beschrieben eine erhebliche Steigerung der 
Löslichkeit  von überexprimierten mycobakteriellen Proteinen durch Zugabe von 0,1 bis  
1,0 M Glycylglycin zum Induktionsansatz. Dabei wurden um den Faktor 170 höhere 
Ausbeuten an löslichem Protein erzielt. Bei Konzentrationen oberhalb von 1 M würde das 
Wachstum der verwendeten Bakterien jedoch beeinträchtigt. In der hier vorliegenden Arbeit 
wurde versucht, die Ausbeute an löslichen OYE durch die Zugabe von Glycylglycin weiter zu 
steigern. Eine Auswirkung auf das bakterielle Wachstum zeigte sich jedoch auch schon bei 
Konzentrationen unterhalb von 1 M. So sinkt die optische Dichte der Induktionsansätze mit 
steigender Glycylglycin-Konzentration bereits in einem Bereich zwischen 0,25 und 1,0 M 
(Abbildung 22). Sowohl der Gehalt der Überstände an OYE als auch der des Pellets nimmt 
mit steigender Glycylglycin-Konzentration ab, jedoch beim Überstand weniger stark als im 
Pellet. Das Verhältnis von löslichem zu unlöslichem Protein verschiebt sich somit wie 
angestrebt zugunsten des löslichen Proteins. Da der wachstumshemmende Effekt hier jedoch 
als weiter reichend beurteilt wird als die Verhältnisverschiebung, sinkt die volumetrische 
Produktivität des Ansatzes und somit die Absolutmenge an zu gewinnendem Protein. Damit 
ist der Einsatz von Glycylglycin zur Steigerung der Ausbeute an löslichem OYE im 
verwendeten System nicht zweckdienlich. Die Wirkungsweise des Glycylglycins in Bezug auf 
die Verschiebung des Verhältnisses von löslichem zu unlöslichem Protein ist noch nicht 
geklärt. Eine Möglichkeit ist die Steigerung der Osmolarität des Mediums durch das Dipeptid. 
Der daraus resultierende osmotische Stress könnte die Expression von Heat shock-Proteinen 
mit Chaperon-ähnlicher Wirkung induzieren, die die korrekte Faltung begünstigen. Es ist aber 
auch möglich, dass das Dipeptid selber als eine Art chemisches Chaperon wirkt, das während 
des Faltungsvorganges mit dem neu gebildeten Protein interagiert (Gekko & Koga 1983,  
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Ou et al. 2002). Darüber hinaus mutmaßten Gosh et al. (2004), dass durch einen aktiven 
Transportmechanismus des Glycylglycins in die Zelle hinein der gesamte Metabolismus und 
damit auch die Translationsrate herabgesetzt werden könnten. Der verlangsamte Stoffwechsel 
könnte ihrer Aussage nach eine korrekte Proteinfaltung begünstigen.  
 
Auch ohne die Nutzung von Glycylglycin konnte durch die Verbesserung der 
Induktionsbedingungen die volumetrische Produktivität des verwendeten Systems durch 
Vermeidung von Einschlusskörperchen erheblich gesteigert werden. Unter Verwendung von  
3 x 500ml E. coli-Suspension konnte die für die Gleichgewichtsdialyseuntersuchungen 
erforderliche Gesamtmenge von etwa 10 mg reinem Protein gewonnen werden.  
4.3 Computermodelle und Gleichgewichtsdialysen 
Die Methode der Gleichgewichtsdialyse ist ein effektiver Weg, um die Interaktion zwischen 
Molekülen zu untersuchen. Wesentliche Vorteile gegenüber Hightech-Methoden wie der 
isothermalen Titrationskaloriemetrie oder der Oberflächen-Plasmonresonanz sind ihre 
Einfachheit und ihre geringen Kosten. Daneben ist sie relativ empfindlich und wenig 
anspruchsvoll in Bezug auf die Reinheit der eingesetzten Lösungen.  
 
Als Grundlage für die Auswertung der Gleichgewichtsdialyse wurde eine wenig aufwendige, 
vollautomatisierte und brauchbare Analysenmethode gefunden, mit der der BPA-Gehalt der 
Lösungen in den Dialysekammern quantifiziert werden konnte und die sich für eine große 
Probenanzahl eignete. Mit dem verwendeten HPLC-Programm (Tabelle 3) und -System 
konnten reproduzierbare Ergebnisse mit einer Wiederfindungsrate von über 96% des 
eingesetzten BPA und einer unteren Nachweisgrenze von 0,5 mg/l erzielt werden. Verluste, 
die durch eine mögliche Adsorptionseigenschaft des Dialysezellmaterials oder des 
Membranmaterials zu Stande kommen könnten, konnten mit dieser Analytik im Rahmen der 
Messgenauigkeit ausgeschlossen werden. Diese hätten zu einer erschwerten Auswertung 
mittels des Scatchard Plots und der linearen Regression führen können. 
  
Bei der Bestimmung der Gleichgewichtsdialysemindestdauer (Abbildung 25) wurde aufgrund 
der Extrapolation der Datenpunkte die Übernachtinkubation (14 h) zum Erreichen des 
Gleichgewichtszustandes als ausreichend erachtet. Eine Blindprobe zu jedem 
Gleichgewichtsdialyseansatz (Daten nicht gezeigt), in der BPA-Lösung gegen Puffer 
dialysiert wurde, bestätigte die gewählte Mindestdauer nochmals. Auch eine Schädigung der 
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BPA-Bindungsregion des OYEs durch mechanische Belastung infolge der dauerhaften 
Rotation der Dialysekammern oder durch die Versuchstemperatur von konstant 18°C konnte 
mittels der nahezu konstanten NADPH-Oxidoreduktaseaktivität ausgeschlossen werden 
(Abbildung 26). Lediglich nach 48 h könnte eine geringfügige Inaktivierung des OYEs 
vorgelegen haben, die aber als vernachlässigbar gering betrachtet wurde. Somit konnten eine 
unzureichende Analysenmethode, ein versehentlicher Abbruch der Dialyse vor dem 
tatsächlichen Erreichen des Gleichgewichtszustandes und eine Schädigung des Proteins durch 
den Dialysevorgang selber als Fehlerquellen für den Vergleich verschiedener Proteine mit 
dieser Methode vorab ausgeschlossen werden. 
 
Der direkte Vergleich der OYE-Mutanten mit dem Wildtypprotein gegen eine äquimolare 
BPA-Lösung (Abbildung 27) ergab, dass die Affinität des Proteins nur durch die Mutation 
N194D gesteigert werden konnte. Alle weiteren untersuchten Mutationen führten zu 
Affinitätsverlusten. Bei der Mutante OYE-F296S war davon auszugehen, dass größere 
Konformationsänderungen Ursache für die geringere Affinität waren. Die Sekundär-
strukturanalyse mit dem Computerprogramm GOR IV wies darauf hin, dass die an dieser 
Stelle im Protein vorhandene Knäuelstruktur beibehalten wurde. Jedoch zeigt der 
Ramachandran Plot Veränderungen dahingehend, dass Helix- und Windungs-/Schlingen-
strukturen verloren gegangen sein könnten. Eine Besonderheit dieser Mutation ist es, dass 
sich die Isoenzyme OYE1 und OYE3 genau durch diese Mutation innerhalb der  
22 konservativen, dem Flavin benachbarten Aminosäuren unterscheiden. Der Phenyl-
alaninrest im Wildtyp OYE1 ist Teil einer mobilen Schleife, die sich dem Dimethylbenzenrest 
des Flavins nähert (Fox & Karplus 1999). Eine größere Umlagerung, worauf der 
Ramachandran Plot und die gesteigerte NADPH-Oxidoreduktaseaktivität hinweisen, ist somit 
wahrscheinlich. 
   
Bei den Mutanten OYE-F250Y und -F296Y geben weder die GOR IV-Analyse noch der 
Ramachandran Plot einen Hinweis auf eine Strukturänderung. In beiden Fällen wurde ein 
unpolares Phenylalanin gegen ein polareres Tyrosin ausgetauscht, welche sich strukturell sehr 
ähnlich sind. Eine Änderung der Proteinpackung kann somit vermieden worden sein. Die 
polare alkoholische Gruppe des Tyrosins scheint jedoch keine zusätzliche Wasserstoff-
brückenbindung mit dem Sauerstoff der β-OH-Gruppe des BPA einzugehen. Der Anteil einer 
Wasserstoffbrückenbindung an den Wechselwirkungen in einem solchen Bindungskomplex 
ist schwer vorherzusagen. So geht man davon aus, dass eine ladungsverstärkte 
Wasserstoffbrückenbindung eine bis zu 3000-fache Affinitätssteigerung bewirken kann, 
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während eine neutrale Wasserstoffbrückenbindung gar keine oder eine bis zu 15-fache 
Steigerung der Affinität zeigt (Davis & Teague 1999). Durch die beiden Mutationen wurde 
die Menge an gebundenem BPA aber etwa um den Faktor 3 reduziert, was gegen die 
Entstehung einer neuen Wasserstoffbrückenbindung spricht. Die Hydrophobizität der 
Bindungstasche wurde durch den Austausch kaum berührt. Der Bindungsabstand im 
gezeigten Modell (Abbildung 8) beträgt zwischen dem positionierten O-Atom des BPA und 
dem der neuen Tyrosinseitenkette bei beiden Mutanten über 4 Å (Abstände in Abbildung 8 
nicht beziffert). Diese 4 Å überschreitet den typischen Abstand einer Wasserstoffbrücken-
bindung von etwa 2,8 Å, mit X-H von ca. 1 Å plus H...Y von ca.1,6 bis 2,0 Å. Die Länge der 
Wasserstoffbrückenbindung kann jedoch nach Stärke der Bindung, nach Druck und 
Temperatur variieren, so dass allein aufgrund des Abstandes der beiden Sauerstoffatome hier 
eine Wasserstoffbrückenbindung nicht ausgeschlossen werden kann. Das Kriterium 
Bindungsabstand ist in dem gezeigten Modell jedoch auch nicht maßgeblich, da die manuelle 
Positionierung des Liganden nur einen groben Anhaltspunkt über die benachbarten 
Aminosäureseitenketten der β-OH-Gruppe des BPA liefern soll. Die Annahme für die 
gewählte Positionierung des Liganden im OYE bzw. seiner Mutanten ist, dass die  
π- Elektronen des phenolischen Rings des BPA mit dem π- Elektronensystem des Flavinrings 
interagieren (Schopfer & Massey 1991, Massey et al. 1984). Eine sterische Hinderung infolge 
der etwas voluminöseren Seitenkette des Tyrosins ist unwahrscheinlich, da die NADPH-
Oxidoreduktaseaktivität des OYEs durch die beiden Mutationen kaum beeinflusst wird 
(Abbildung 15) und somit das Bindungszentrum frei zugänglich sein muss. Diese sterische 
Hinderung ist jedoch nicht gänzlich auszuschließen. Ebenso wie die genannten Mutationen 
führt die Mutation P295H, welche in Form einer Doppelmutation erstellt wurde, zu einer 
Reduzierung der gebundenen BPA-Menge. Diese fällt etwas geringer aus als bei den vorher 
genannten, da durch die Mutation N194D bereits eine deutliche Steigerung der BPA-
Adsorption erzielt werden konnte. Die Veränderung der Liganden-Protein-Interaktion ist bei 
der Doppelmutante OYE-N194D-P295H somit ein Produkt aus der Adsorptionssteigerung 
durch die Mutation N194D und der Adsorptionsminderung durch die Mutation P295H. Die 
Sekundärstrukturanalyse mit dem Programm GOR IV (Abbildung 10) zeigt, dass an der 
Aminosäure 295 des OYEs durch die Mutation ein Abschnitt entstanden ist, der die 
Neubildung einer kurzen Faltblattstruktur begünstigt. Dieses Ergebnis ist nicht überraschend, 
da das zuvor an dieser Position befindliche Prolin als „Brecher“ von α-Helix- und  
β-Faltblattsekundärstrukturen bekannt ist und Histidin im ungeladenen Zustand die Bildung 
von β-Faltblattstrukturen unterstützt (Chou & Fasman 1974, Ptitsyn & Finkelstein 1983). 
Jedoch zeigt der Ramachandran Plot von OYE-N194D-P295H (Abbildung 9) keine 
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besonderen Veränderungen im Vergleich zu dem Wildtypprotein. Da das aliphatische Prolin 
eine besondere konformative Präferenz besitzt (Ho et al. 2003) und gegen eine aromatische 
Aminosäure ersetzt wurde, sind jedoch zumindest Verlagerungen anderer Seitenketten der 
direkten Umgebung nicht auszuschließen. Der Bindungsabstand von 3,1 Å im Computer-
modell  ist nicht nachteilig zu bewerten, jedoch ragen die relevanten funktionellen Gruppen 
nicht direkt auf einander zu. Zudem könnte die Seitenkette der benachbarten Aminosäure 
P296 die Bildung einer Wasserstoffbrückenbindung sterisch behindern (Abbildung 8). Die 
Enzymaktivität der Doppelmutante ist beinahe gänzlich verloren gegangen (Abbildung 15). 
Da dieses auch bei der Einzelmutante OYE-N194D zu beobachten und eine Inaktivierung 
durch N194D bereits gegeben ist, kann keine Aussage über eine aktivitätssenkende Wirkung 
der Mutation P295H getroffen werden. 
 
OYE-N194D vermochte es, als einzige Mutante fast doppelt soviel BPA pro Zeiteinheit zu 
binden wie das Wildtypprotein (Abbildung 28-29). Diese Mutation ist nicht wie die anderen 
Mutationen auf die Ausbildung einer zusätzlichen Interaktion mit der β-OH-Gruppe des BPA 
gerichtet, sondern soll in die bestehende Bindung mit der α-OH-Gruppe eingreifen. Asparagin 
und Asparaginsäure sind beide aliphatische, polare und hydrophile Aminosäuren mit 
strukturell großer Ähnlichkeit. Ein Austausch verursacht keine größeren Änderungen in der 
Packung des Proteins. Die Sekundärstrukturvorhersage mit dem Programm GOR IV 
(Abbildung 10) weist zwar auf eine mögliche Neubildung einer Faltblattstruktur im Bereich 
der Mutation hin, jedoch zeigt der Ramachandran Plot (Abbildung 9) wie bei der 
Doppelmutante keine vorhersagbaren Umlagerungen. Unabhängig von der Sekundärstruktur 
ändern sich die Ladungsverhältnisse im Bereich der Bindungsstelle. Während die 
Amidgruppe des Asparagins bei pH7 ungeladen ist, liegt die Carboxylgruppe der 
Asparaginsäure negativ geladen vor. Die α-OH-Gruppe des BPA hat einen pK-Wert von 9,59 
und seine β-OH-Gruppe einen pK-Wert von 10,2 (Kosky et al. 1991), weshalb beide 
weitestgehend protoniert bleiben. Geht man davon aus, dass der γ-Carboxylatsauerstoff  der 
Asparaginsäure sich an derselben Position befindet wie der δ2-Amidstickstoff des Asparagins 
vor dem Austausch, so ist dieser nur 3,3 Å vom Flavin-1-Stickstoff entfernt. Fox und Karplus 
beschrieben (1999), dass die Aminosäureseitenketten in der Mikroumgebung des Flavins sich 
auf dessen Redoxpotential und damit auf die Reaktivität des Enzyms auswirken können. Bei 
der Quantifizierung der NADPH-Oxidoreduktaseaktivität zeigte diese Mutante einen 
erheblichen Verlust an Enzymaktivität gegenüber dem Wildtypprotein und den anderen 
Einzelmutanten (Abbildung 15). So könnte die zusätzliche negative Ladung in direkter 
Umgebung des Flavins dessen Redoxpotential herabgesetzt haben. Die Bildung einer 
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reduzierten Übergangsform des Flavins könnte dadurch gestört werden, was durch die 
Aktivitätsverluste sichtbar würde. 
 
Zum Zweck der Proteinisolation mittels IMAC wurde das OYE C-terminal mit einem 
Histidin-Hexapeptid („His6-tag“) versehen, welches mittels Western Blot nachgewiesen 
werden konnte (Abbildung 14). Die IMAC, eine ihrer Einfachheit und Effektivität halber 
inzwischen gängige Methode der Proteinreinigung, könnte jedoch den Nachteil haben, dass 
die zusätzlichen 6-Histidine die Konformation des Gesamtproteins beeinflussen. Fitzpatrick et 
al. (2004) vermuteten bei YpjM, einem homologen Protein des OYEs aus Bacillus subtilis, 
dass der angefügte „His6-tag“ die Flavinumgebung in der Bindungstasche verändert. Diese 
zeige sich in veränderten spektralen Eigenschaften und einer reduzierten NADPH-
Oxidoreduktaseaktivität. Eine mögliche Ursache hierfür könne in der hohen 
Bewegungsfreiheit des „tag“ liegen, welcher die gesamte Proteinfaltung eventuell 
beeinflussen könnte. Bei der später beschriebenen 1,3 Å Kristallstrukturanalyse (Kitzing et al. 
2005) zeigte sich jedoch, dass YpjM im Gegensatz zum OYE nur als Dimer Enzymaktivität 
besitzt. Lediglich die Oligomerisierung infolge des modifizierten C-Terminus, nicht aber die 
Proteinfaltung wurde durch die zusätzlichen sechs Histidine beeinflusst. Bei dem hier 
beschriebenen Vergleich der Sekundärstrukturanalysen mit GOR IV (Abbildung 10) zwischen 
dem nativen Protein, wie es in S. cerevisiae vorkommt und dem überexprimierten, Histidin-
modifizierten OYE zeigten sich keine Hinweise auf eine Strukturänderung am C-Terminus. 
Das Wildtypprotein und mehrere seiner Mutanten wiesen auch mit dem „His6-tag“ und einer 
möglicherweise zusätzlich entstandenen Helixstruktur am N-Terminus eine deutliche 
NADPH-Oxidoreduktaseaktivität auf. Deshalb wurde eine mögliche Strukturbeeinträchtigung 
infolge der zusätzlichen Aminosäuren an beiden Proteinenden nicht weiter berücksichtigt. Bei 
der nachfolgenden erneuten Isolation des OYE-N194D-Gens zur Insertion in den 
Oberflächenexpressionsvektor pFB2 musste aus Gründen der Klonierungsstrategie der „His6-
tag“ entfernt werden. 
 
Insgesamt konnte hier durch Punktmutagenese ein Protein ermittelt werden, das in der Lage 
ist, bei neutralem pH-Wert etwa 5-mal soviel BPA zu binden wie das zugehörige Wildtyp-
protein. Die Ursache für die gesteigerte Affinität der Mutante wird in einem veränderten 
Redoxpotential des Cofaktors vermutet. Hier konnte eine bereits bestehende Bindung 
zwischen Ligand und Rezeptor verstärkt werden. Die Bildung einer zusätzlichen  
Wasserstoffbrückenbindung zur β-OH-Gruppe des BPA konnte durch Punktmutagenese unter 
Zuhilfenahme von Computersimulationen nicht ermöglicht werden. Die Vorhersagbarkeit von 
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eventuell neu entstehenden Wechselwirkungen infolge von Mutagenesen stößt hier mit der 
verwendeten Software an ihre Grenzen. Die Fusion des OYEs mit einem „His6-tag“ zu 
Aufreinigungszwecken mittels IMAC wurde als konformativ unbedenklich beurteilt.  
4.4 Oberflächenexpression der Fusionsproteine 
Der Nachweis des auf S. cerevisiae exprimierten Fusionsproteins ALO lieferte eine, dem 
Vertreiber des pYD1-Vektors nach zu erwartende Auffindung zwischen 10 und 50% der 
Zellen, an die der Fluoreszenzantikörper bindet. Dieser Anteil ist durch Einsatz eines 
Zellsortierers mit Hilfe der Durchflusscytometrie (FACScan Analyse) auf bis zu 70% 
steigerbar (Border & Wittrup 1997). Wie das ALO-Fusionsprotein lassen sich auch das KOC- 
und das KOLC- sowie das KOLS-Protein auf der Zelloberfläche in ähnlichem Anteil an der 
Gesamtzellzahl nachweisen. Breinig und Schmitt (2002) fanden bei Fusionsproteinen, die 
ebenfalls auf dem pFB-Vektor basierten, unter Einsatz eines Zellsortierers ebenfalls 70% 
Zellen, die das gewünschte Protein auf der Zelloberfläche trugen. Es ist somit gut vorstellbar, 
dass auch die hier untersuchten fluoreszierenden Zellen mittels eines Zellsortierers, der für die 
vorliegende Arbeit nicht zur Verfügung stand, auf einen bedeutend höheren Anteil 
anreicherbar sind. Breinig und Schmitt (2002) zeigten, dass die Kre1-Leitsequenz dazu 
geeignet ist, Fusionsproteine in den Sekretionsmechanismus der Hefezelle zu schleusen und 
dass der starke Phosphoglyceratkinase-Promotor die Inkorporationskapazität der Zellwand 
nicht überbeansprucht. Darüber hinaus stellten sie fest, dass die Verwendung eines Linkers 
den durchschnittlichen Anteil an positiven Zellen in einer FACScan-Analyse erhöhen kann. 
Der Einsatz eines Linkers brachte in der vorliegenden Arbeit keine Auswirkung, weder auf 
die Intensität noch auf die Verteilung des Signals auf der Zelloberfläche. Hierbei ist jedoch 
die Größe des Linkers zu beachten, was im nachfolgenden Abschnitt noch diskutiert wird. 
Bemerkenswert war die Feststellung eines Fluoreszenzsignals bei Zellen des Stammes  
pYD-KOC, der keinen Linker und somit auch nicht die Sequenz der Xpress™-Epitope trug, an 
die der Fluoreszenzantikörper hätte spezifisch binden können. Da die Sequenz der Xpress™-
Epitope ansonsten nicht im Fusionsprotein vorkam, musste hier eine unspezifische Interaktion 
zwischen Antikörper und Fusionsprotein, wahrscheinlich in Folge von zufällig 
vorkommenden Sequenzähnlichkeiten zur Epitope, der Grund sein. Das zugehörige Signal 
ließ sich eindeutig von dem vernachlässigbar geringen Signal fusionsproteinfreier Zellen 
unterscheiden (Abbildung 34).  
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass hier das mutierte OYE-Protein problemlos mit  
drei unterschiedlichen Zellwandankern, teils mit und teils ohne Linker fusioniert und auf der 
Oberfläche von S. cerevisiae exprimiert werden konnte, wo es nachgewiesen wurde. 
Erwartungsgemäß trug nur ein Teil der Zellen das Protein auf seiner Oberfläche. Dieser 
Anteil sollte jedoch mittels eines Zellsortierers noch steigerbar sein. 
4.5 BPA-Affinität der neuen S. cerevisiae-Stämme 
Wie alle Adsorptionsvorgänge ist auch die Bindung einer Substanz an ein Rezeptor-Protein 
temperaturabhängig. Abbildung 35 zeigte, dass die Bindung von BPA an den S. cerevisiae-
Stamm, der das ALO-Fusionsprotein auf seiner Oberfläche trug, diesbezüglich keine 
Ausnahme darstellt. Erwartungsgemäß war bei 4°C die Adsorptionsgeschwindigkeit erheblich 
geringer als bei 18°C und 37°C. Erst nach mehrtägiger Inkubation mit BPA glichen sich alle 
Adsorptionsisothermen langsam an und erreichten nach 70 Stunden einen Anteil zwischen  
60 und 65% der eingesetzten BPA-Menge. Dieser Wert dürfte aus einer vollständigen 
Sättigung der Rezeptorproteine und eventuell weiterer Oberflächenproteine mit geringerer 
Affinität resultieren. Die Zusammensetzung des Zellwandproteoms hängt stark von den 
Wachstumsbedingungen ab und kann leicht mit der Verfügbarkeit von Nährstoffen und 
Sauerstoff, der Temperatur und dem pH-Wert variieren (Klis et al. 2006). Deshalb war es 
kaum vorherzusagen, welche weiteren Protein- und welche anderen Strukturen auf der 
Zelloberfläche in welcher Zahl vorlagen, die eine unspezifische Bindung hervorrufen 
konnten. Bei den Temperaturen 18°C und 30°C wurde der größte Teil an BPA innerhalb der 
ersten 3 Stunden gebunden. Die beiden zugehörigen Isothermen zeigten eine typische 
Sättigungskurve, was dafür sprach, dass das BPA tatsächlich gebunden und nicht abgebaut 
wurde. 
 
Beim Vergleich der Bindungskinetik der verschiedenen Stämme zeigte sich, dass die 
Adsorptionsisotherme aller modifizierten Stämme (Abbildung 36) einer Sättigungskurve 
glichen, die gegen einen Wert von 0,5 mg gebundenem BPA pro g Zelltrockengewicht 
strebte. Da stets annähernd gleiche Verhältnisse von Zellmasse zu BPA eingesetzt wurden, 
konnte hierdurch auf eine Konstanz der Adsorptionskapazität der Zellen (die BPA-Menge, die 
maximal unter diesen Bedingungen gebunden werden kann) unabhängig von der 
Oberflächenexpression geschlossen werden. Da in dieser Arbeit jedoch primär die BPA-
Bindungsgeschwindigkeit der Zellen gesteigert werden sollte, um bei hohen 
Durchflussgeschwindigkeiten in einem Biofilter zur Abwasserreinigung BPA in 
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Spurenkonzentrationen effektiv binden zu können, war für die angestrebte Anwendung die 
Bindungsgeschwindigkeit hier ein weiter reichendes Bewertungskriterium als die 
Adsorptionskapazität. Die Bindungsgeschwindigkeit wurde in der anfänglichen Steigung der 
Adsorptionsisotherme bis zum ersten Wendepunkt sichtbar und vergleichbar. Es zeigte sich, 
dass schon eine Minute nach Inkubationsbeginn die Stämme mit einem pFB-Plasmid 74 bis 
80% ihrer Adsorptionskapazität ausgeschöpft hatten. Der Stamm auf Basis des pYD-
Plasmides erreichte gerade einmal 30% und der Wildtyp-Stamm maximal 13%. Dieses weist 
eindeutig auf eine gesteigerte BPA-Bindungsgeschwindigkeit infolge der Oberflächen-
expression hin. Da die Adsorptionskapazität unabhängig von der Anwesenheit der 
Fusionsproteine zu sein scheint, kann man daraus schlussfolgern, dass das hochaffine 
Oberflächenprotein weniger affine Strukturen an der Zelloberfläche ersetzt, jedoch nicht 
ergänzt. Zweiteres würde sich in einem Anstieg der Adsorptionskapazität zeigen. Diese 
Schlussfolgerung ist auch mit den Ergebnissen des Nachweises der Oberflächenexpression 
mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern vereinbar. Hier zeigte sich nach 48 Stunden ein sehr 
schwaches Signal bei S. cerevisiae-Zellen des Wildtyps (Abbildung 33). Dieses dürfte 
ebenfalls mit schwachen, unspezifischen Interaktionen mit Oberflächenstrukturen 
zusammenhängen. Der Stamm auf Basis des pYD-Plasmides wies ein ungleichmäßig 
verteiltes Signal auf jeder Zelle auf (Abbildung 33). Hier könnten sich neben der 
oberflächenexprimierten OYE-Mutante noch Abschnitte auf der Zelloberfläche befunden 
haben, die durch das Protein nicht „abgeschattet“ wurden und die wie beim Wildtyp-Stamm 
unspezifisch binden könnten. Ein deutlich gleichmäßiger verteiltes Fluoreszenzsignal zeigten 
die Zellen der Stämme auf Basis des pFB-Plasmids (Abbildung 34). Dieses wies auf eine 
oberflächendeckende Ausstattung der Zellen mit dem spezifischen Protein hin, die sich auch 
in der hohen BPA-Bindungsgeschwindigkeit wieder findet. Obwohl die Bindung des 
Antikörpers und des BPA auf unterschiedlichen Mechanismen beruhen, lieferten sie 
zusammen einen Hinweis auf die Verteilung von spezifisch und unspezifisch bindenden 
Oberflächenstrukturen.  
 
Die Ursache für die ungleichmäßige Verteilung beim Stamm pYD-ALO blieb unklar. Der 
darinnen vorhandene GAL1-Promotor gilt als einer der stärksten induzierbaren Promotoren 
für S. cerevisiae überhaupt (Štagoj et al. 2005), ebenso wie der konstitutive Promotor (Studier 
1991) im pFB-Plasmid. Eine nicht ausreichende Expression infolge des Promotors erschien 
somit unwahrscheinlich. Ein wesentlicher Unterschied zwischen dem pYD-Konstrukt und den 
pFB-Konstrukten war, dass bei erstgenanntem das Gen der OYE-Mutante über den N-
Terminus mit Linker und Zellwandanker verbunden war und einen „His6-tag“ am C-Terminus 
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besaß (Abbildung 30). Die pFB-Konstrukte wurden am C-Terminus ohne einen „His6-tag“ 
mit dem Linker oder Zellwandanker fusioniert. Somit müsste die Öffnung der Bindungstasche 
bei diesen Stammtypen unterschiedlich ausgerichtet und eventuell auch unterschiedlich gut 
für das Substrat zugänglich gewesen sein. Die Ursache für die variierende Verteilung des 
Oberflächenproteins könnte in den verschiedenen Verankerungsmechanismen zu finden sein. 
Der Aga–Zellwandanker des pYD-Stammes bestand aus einer chromosomal codierten 
Einheit, Aga1, und einer Plasmid codierten Einheit, Aga2, die hier mit dem OYE-Mutanten-
protein fusioniert wurde. Die Aga1-Proteinuntereinheit wurde von der Zelle sekretiert und 
kovalent  an dem β-Glucan in der extrazellulären Matrix der Hefezellwand verankert (Lu et al. 
1995). Das Aga2-Protein band über zwei Disulfid-Brücken an die Aga1-Untereinheit und 
verblieb nach Sekretion an der Zellwand (Cappellaro et al. 1994, Cappellaro et al. 1991, Roy 
et al. 1991), wie in Abbildung 38 dargestellt.  
 
 
Abb. 38: Schematische Darstellung des ALO-Fusionsproteins auf der Zellwand von S. cerevisiae 
 
Der Cwp2- und der Sed1- Zellwandanker kommen zwar auch nativ, chromosomal in  
S. cerevisiae vor (Van der Vaart et al. 1995, Shimoi et al. 1998), sind im Falle der hier 
beschriebenen Fusionsproteine aber beide komplett Plasmid kodiert. Die mit ihnen 
fusionierten Proteine gelangten durch Erkennung der Kre1-Signalsequenz in den 
eukaryotischen Sekretionspfad, wobei die Erkennungssequenz durch eine Signalpeptidase 
entfernt wurde (Breinig & Schmitt 2002). Die Fusionsproteine wurden danach im Gegensatz 
zum Aga-Fusionsprotein komplett in der Zellwand verankert. Es ist bekannt, dass die Wahl 
des Zellwandankers eine Auswirkung darauf haben kann, wie häufig ein Protein auf der 
Zelloberfläche lokalisiert werden kann. Van der Vaart et al. (1997) zeigten durch die Fusion 
von β-Galaktosidase mit unterschiedlichen Zellwandankern variierende Verteilungen der 
Enzymaktivität beim Vergleich der gesamten Zellen, des Zellinneren und des umgebenden 
Mediums auf. Dabei fandem sie für die Fusionsproteine der hier ebenfalls verwendeten 
Zellwandanker Cwp2 und Sed1 den höchsten Aktivitätsanteil (etwa 80%) ganzer Zellen 
gegenüber sechs weiteren fusionierten Ankerproteinen. Einen Grund für die unterschiedliche 
 Aga 1 
Aga 2 Linker OYE-N194D 
Zellwand 
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Menge an Oberflächenprotein sahen sie unter anderem in der Translationseffizienz der 
untersuchten Fusionsproteine, die auch bei den OYE-Mutanten-Fusionsproteinen eine 
Möglichkeit für das unterschiedliche Adsorptionsverhalten und die unterschiedlich verteilten 
Fluoreszenzsignale sein kann. Ebenso können die Fusionsproteine unterschiedliche 
Stabilitäten aufgewiesen haben, so dass nicht immer alle Translationsprodukte intakt die 
Zellwand erreichten und eingebaut wurden. Bei E. coli können auch Proteine, die zur 
schnellen Faltung im Zyto- oder Periplasma neigen und deren gefalteter Zustand durch 
Disulfidbrücken kovalent stabilisiert wird, nur in geringen Ausbeuten oder überhaupt nicht 
auf die Zelloberfläche gebracht werden, da das Zielprotein für den Membrandurchtritt in 
einem weitgehend ungefalteten Zustand vorliegen muss (Adams et al. 2005).  
 
Einen Zusammenhang zwischen der Größe der Zellwandankers und der Menge an 
immobilisiertem Oberflächenprotein konnten Van der Vaart et al. (1997) nicht feststellen, was 
hier durch den Vergleich verschiedener Fusionsproteine, teilweise bestehend aus dem relativ 
kleinen Cwp2-Zellwandankerteilstücks oder teilweise bestehend aus dem relativ großen, 
vollständigen Sed1-Zellwandankers, bestätigt wird. Breinig und Schmidt (2002) erstellten 
Fusionsproteine für die Oberflächenexpression u.a. auch auf Basis des Cwp2-Zellwandankers 
mit und ohne Einbau einer Linker-Sequenz, die den Abstand des von ihnen untersuchten 
Hämagglutinin-Epitops zur Zellwand vergrößern sollte. Diese Serin- und Threonin-haltige 
Sequenz, die charakteristisch für alle bekannten Zellwandproteine ist, verleiht dem Protein 
eine stabförmige Struktur und streckt das gesamte Protein oder zumindest einzelne Abschnitte 
davon, so dass es weiter aus der Zellwand herausragt (Jentof 1990). Sie inkubierten die 
oberflächenexprimierenden Zellen mit einem Hämagglutinin-spezifischen Fluoreszenz-
antikörper und führten eine FACScan-Analyse durch. Dabei fanden sie Hinweise, dass die 
Linkersequenz die Zugänglichkeit des Antikörpers zum Hämagglutinin erhöht. Beim 
Vergleich der in dieser Arbeit verwendeten Fusionsproteine, KOC und KOLC, die sich 
untereinander nur durch den Einbau einer 25 Aminosäuren großen Ser/Thr-reichen Sequenz 
zwischen dem Cwp2-Zellwandanker und der OYE-Mutante unterschieden, konnte keine 
BPA-Affinitätssteigerung oder ein gesteigertes Fluoreszenz-Signal infolge des Linkers 
festgestellt werden, die diese Hinweise bestätigen. Ein wesentlicher Unterschied zu den 
Versuchen von Breinig & Schmidt (2002) ist jedoch, dass das unfusionierte OYE-
Mutantenprotein erheblich größer ist (421 Aminosäuren) als das Hämagglutinin  
(9 Aminosäuren), dafür aber die verwendete Linkersequenz erheblich kürzer (25 statt  
350 Aminosäuren) ist. Durch seine eigene Größe könnte das OYE-Mutantenprotein bereits so 
weit aus der Zellwand herausragen, dass ein Linker überflüssig ist. Ebenso könnte der hier 
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verwendete Linker nicht lang genug sein, um das OYE-Mutantenprotein so weit aus der 
Zellwand zu schieben, dass seine BPA-Zugänglichkeit dadurch erhöht wird. Washida et al. 
(2001) fanden anhand oberflächenexprimierter Lipase heraus, dass sich die Länge des 
Gly/Ser-Linkers auf die Oberflächenenzymaktivität auswirken kann, weil sich die 
Zugänglichkeit des  immobilisierten Enzyms für das Substrat ändert. Die optimale Länge des 
Linkers sei jedoch vom Substrattyp abhängig. Die Autoren experimentierten dabei mit 
Linkern von 2 bis 17 Aminosäuren Länge.  
 
Zusammenfassend konnte hier gezeigt werden, dass die Stämme auf Basis des pFB-
Plasmides, unabhängig von den hier verwendeten Zellwandankern oder dem Einbau eines 
Linkers, die am effektivsten BPA-bindenden sind und eine deutlich höhere Affinität als der  
S. cerevisiae-Wildtyp-Stamm besitzen. 
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4.6 Ausblick 
Die hier erstellten S. cerevisiae-Stämme, die die Fusionsproteine KOC, KOLC und KOLS 
exprimieren, können als kostengünstiges Ausgangsmaterial für den Einsatz in einem Biofilter 
fungieren. In einer Masterarbeit (Pisani 2006), die im Rahmen dieser Dissertation erstellt 
wurde, konnte bereits gezeigt werden, dass sich sowohl der Wildtyp-Stamm als auch der das 
ALO-Protein präsentierende Stamm mit einfachsten Methoden immobilisieren lässt. Diese 
Immobilisierung erfolgte an kostengünstigen Materialien wie z.B. Poraver™, einem porösen 
Blähglas-Produkt. Als problematisch erwies sich in der genannten Masterarbeit die 
Quantifizierung der immobilisierten Biomasse. Es konnten bereits erste kontinuierliche 
Adsorptionsversuche in Packbettreaktoren durchgeführt werden. Da die Adsorption durch die 
Hefe stark von dem Verhältnis BPA zu Biomasse abhängig ist und der angestrebte Biofilter 
kontinuierlich betrieben werden soll, können auch nur Versuche mit immobilisierter Biomasse 
im kontinuierlichen Betrieb sinnvolle Aussagen zu der Leistungsfähigkeit der Hefeadsorption 
in einem solchen System machen. Gleichgewichtsversuche, wie sie in der hier vorgelegten 
Arbeit erstellt wurden, sind hierfür nicht aussagekräftig genug. Da BPA nur in 
Spurenkonzentrationen im Abwasser vorkommt und große Abwasservolumina durch den 
Biofilter strömen sollen, ergeben sich im Filter Verhältnisse von sehr großen Mengen 
Adsorptionsmaterial zu geringsten Mengen BPA bei hohen Durchflussgeschwindigkeiten. 
Diese Verhältnisse stellen hohe Ansprüche an die Analytik von BPA, das nach Passage des 
Filters in noch geringeren Konzentrationen quantifiziert werden muss. Ebenso muss eine hohe 
hydromechanische und mikrobielle Stabilität der immobilisierten Zellen gewährleistet 
werden, da durch hohe Durchflussgeschwindigkeiten die Hefe abgewaschen werden könnten 
und der Kläranlagenablauf nicht steril ist. Die Regenerierbarkeit des Biofilters ist ebenfalls zu 
untersuchen. Jedoch ist die Gewinnung des Biomaterials wenig kostenintensiv, so dass auch 
eine thermische Entsorgung des gesättigten Filtermaterials nach einer Wirtschaftlichkeits-
prüfung eventuell in Betracht zu ziehen ist. Eine interessante Fragestellung ist sicherlich, 
welche weiteren endokrinen Disruptoren, die im Abwasser vorkommen, durch ein solches 
System herausgefiltert werden können. 
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5. Zusammenfassung 
Die Beseitigung von endokrinen Disruptoren wie Bisphenol A aus Abwasser ist eine 
umweltrelevante  Aufgabe von bereits hoher und weiter wachsender Bedeutung, für die es 
bisher keine zufrieden stellende technische Lösung gibt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, 
die Bisphenol A-Affinität einer Hefe durch die Expression von hochaffinen Proteinen auf der 
Zelloberfläche so zu steigern, dass sie in immobilisierter Form als preiswertes 
Ausgangsmaterial für einen Biofilter in der Abwasserreinigung zur Entfernung von  
Bisphenol A-Spuren dienen kann. Dabei sollte unter Berücksichtigung des Proteoms der Zelle 
ein zelleigenes Protein affinitätssteigernd modifiziert und mit einem effektiv zu 
immobilisierenden Zellwandankerprotein fusioniert werden. Der das Fusionsprotein 
exprimierende neue Hefestamm sollte mit der unmodifizierten Hefe bezüglich seiner 
Bisphenol A-Affinität verglichen werden. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde das nativ in Saccharomyces cerevisiae vorkommende  
Old Yellow Enzyme durch gezielte Punktmutagenese modifiziert. Auf Basis der bekannten 
Kristallstruktur des Proteins im Komplex mit p-Hydroxybenzaldehyd wurde mit dem 
Computer-Programm PyMOL™ Version 0.97 (DeLano Scientific, San Carlos, USA) ein 
manuelles Docking vom Old Yellow Enzyme und dem Bisphenol A-Molekül durchgeführt 
und Punktmutagenesen wurden im Bindungszentrum simuliert. Fünf simulierte Mutagenese-
produkte, die mögliche neue oder verbesserte alte Wechselwirkungen zwischen Ligand und 
Protein liefern sollten, wurden mit dem Sekundärstrukturanalysenprogramm  
GOR IV und mit dem Ramachandran-Plot über das Programm WHAT IF analysiert.  
 
Die gewählten Mutationen wurden mittels PCR am Old Yellow Enzyme-Gen durchgeführt 
und die zugehörigen Proteine in Escherichia coli exprimiert. Zum Vergleich der Bisphenol A-
Bindungseigenschaften der Proteine und vereinzelt auch zur Bestimmung der 
Dissoziationskonstanten wurden die mutierten Proteine gereinigt und an Hand von 
Gleichgewichtsdialysen untersucht. Durch Optimierung der Induktionsbedingungen von  
Escherichia coli in Bezug auf Inkubationstemperatur und Menge an induzierender Substanz 
konnte hierzu die Ausbeute an reinem Protein um den Faktor 2,5 gesteigert werden, da 
dadurch die Bildung von Einschlusskörperchen verringert wurde. Der Einsatz von 
Glycylglycin zu selbigem Zweck erwies sich als unproduktiv. Es konnte ein effektives 
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Proteinreinigungsprotokoll mit den zentralen Methodenpunkten der Metallionen-
Affinitätschromatographie und der Gel-Permeationschromatographie entwickelt werden, das 
die für die Gleichgewichtsdialyse erforderliche Menge von 10 mg reinem Protein unter 
vertretbarem Zeit- und Kostenaufwand lieferte. Die Methode der Gleichgewichtsdialyse in 
Kombination mit einer Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie-Analytik zur Bisphenol A 
-Quantifizierung konnte validiert werden.  
 
Vier der fünf untersuchten, gereinigten Proteine, deren Mutation die Ausbildung einer 
zusätzlichen Wasserstoffrückenbindung zur β-OH-Gruppe des Bisphenol A bewirken sollte, 
banden weniger Bisphenol A als das Wildtypprotein. Lediglich der Austausch der 
Aminosäure an Position 194, Asparagin gegen Asparaginsäure, der laut Modell als einziger in 
die möglicherweise bestehende Wasserstoffbrückenbindung zur α-OH-Gruppe des  
Bisphenol A eingreift, bewirkt eine Steigerung der Bisphenol A-Affinität. Mit dem hier 
ermittelten  Kd-Wert von 93 µM besitzt diese Mutante eine etwa fünffach höhere Affinität als 
das Wildtyp- Old Yellow Enzyme. Der Grund für den Verlust der NADPH-
Oxidoreduktaseaktivität dieser Mutante könnte möglicherweise in einem veränderten 
Redoxpotential des Flavins im aktiven Zentrum liegen. Die Vorhersage der Ausbildung einer 
gänzlich neuen Wasserstoffbrückenbindung in einem Ligandenproteinkomplex scheint 
anhand der beschriebenen Modellierungstechnik nicht möglich. Sie lieferte hier jedoch 
nützliche Hinweise, um bereits bestehende Interaktionen positiv zu beeinflussen. 
 
Das Gen der Mutante N194D konnte mit den Genen von insgesamt drei verschiedenen 
Zellwandankerproteinen aus Saccharomyces cerevisiae,  Aga, Cwp2 und Sed1, gekoppelt und 
über zwei verschiedene Oberflächenexpressionsvektoren, pYD und pFB, in Saccharomyces 
cerevisiae transformiert werden. Unter der Kontrolle von starken Promotoren konnten alle 
Fusionsproteine auf der Zelloberfläche exprimiert und anhand von Fluoreszenzantikörpern 
lokalisiert werden. Bei dem Fusionsprotein, das den Aga-Zellwandanker beinhaltet und im 
Expressionsvektor pYD kodiert wird, zeigte sich im Vergleich zu den anderen 
Fusionsprotein-haltigen Stämmen eine ungleichmäßige Verteilung des Fluoreszenzsignals auf 
der Zelloberfläche. Dieser Stamm wies auch eine geringere Bisphenol A-Bindungs-
geschwindigkeit auf, als die Fusionsprotein-tragenden Stäme auf Basis des pFB-Plasmids. Die 
Gründe hierfür können in der Effektivität des Oberflächenexpressionssystems, der 
Translationseffizienz oder der Stabilität der Fusionsproteine liegen. Es konnte bei allen 
modifizierten Stämmen eine deutliche Steigerung der Bisphenol A-Bindungsgeschwindigkeit 
infolge der Oberflächenexpression der Fusionsproteine festgestellt werden. Die maximal 
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adsorbierte BPA-Menge der Stämme wurde durch die Expression der Fusionsproteine kaum 
beeinflusst. Am effektivsten erwiesen sich die Stämme auf Basis des pFB-Plasmids bzw. der 
Zellwandanker Cwp2 und Sed1. Bereits eine Minute nach Beginn der Inkubation mit 
Bisphenol A wurden 77% ihrer Adsorptionskapazität, die unter den beschriebenen Versuchs-
bedingungen etwa 475 bzw. 510 µg Bisphenol A pro g Zelltrockenmasse betrug, gebunden. 
Beim Wildtypstamm wurden maximal 13% gebunden. Der zusätzliche Einbau einer 25 
Aminosäuren-langen Glycerin-Serin-Linkersequenz zwischen Zellwandanker und 
Bindeprotein erwies sich hier als uneffektiv. Weniger durch die Wahl des Zellwandankers als 
durch die Wahl des Expressionsvektors konnten somit die Stämme auf Basis des pFB-
Plasmids als die zweckdienlichsten bestimmt werden. 
 
Aus der vorliegenden Arbeit gehen mehrere neue, optimierte Saccharomyces cerevisiae-
Stämme hervor, die durch Expression eines zelleigenen, punktmutierten Proteins auf ihrer 
Zelloberfläche eine signifikant gesteigerte Bisphenol A-Bindungsgeschwindigkeit aufweisen. 
Diese zeigten sie unter pH- und Temperaturbedingungen, wie sie im Abfluss von 
Abwasserreinigungsanlagen vorherrschen können. Das Proteom der Zellen hat sich durch den 
gentechnischen Eingriff nur minimal verändert, was bei Zulassungsverfahren für den 
technischen Einsatz der Stämme begünstigend wirken kann. Die Stämme können nun als 
kostengünstiges Ausgangsmaterial für Immobilisierungsversuche dienen, die den Aufbau 
eines Biofilters zur Entfernung von BPA aus Abwasser zum Ziel haben.
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6. Summary 
The elimination of endocrine disruptors, like bisphenol A, from wastewater is an 
environmental challenge of increasing importance, but no satisfying technical solution has 
been achieved until now. Thus, it was the aim of the present dissertation to increase the 
bisphenol A-affinity of yeast by cell surface-expression. Expressing a high affinity protein on 
its cell surface, the immobilised yeast could serve as a cheap feedstock in a bio filtration 
system for the elimination of bisphenol A traces from wastewater. Although, a cell own 
protein should be modified to increase its affinity and should be fused with an effectively 
anchor able cell wall protein, considering the cell proteome. The new yeast strain, expressing 
the fusion protein, should be compared with the unmodified yeast strain concerning its 
bisphenol A affinity. 
 
In the present dissertation the “old yellow enzyme”, natively found in Saccharomyces 
cerevisiae, was modified by site-directed mutagenesis. A manual docking from the “old 
yellow enzyme” with bisphenol A and simulations of  punctiform mutagenesis in the protein 
binding site were done with the computer program PYMOL ™ Version 0.97 (DeLano 
Scientific, San Carlos, USA), based on the well known crystal structure of the protein in 
complex with p-hydroxybenzaldehyde. Five simulated mutagenesis products, which should 
deliver possible new or improved interactions between ligand and protein, were analysed with 
the secondary structure analysis program GOR IV and with the Ramachandran plot by the 
program WHAT IF.  
 
The chosen mutations were accomplished at the “old yellow enzyme”- gene by PCR and the 
belonging proteins were expressed in Escherichia coli. The mutated proteins were purified 
and investigated by equilibrium dialysis to compare the bisphenol A- binding properties and 
to determine the dissociation constant. The yield of pure protein was increased to a factor of 
2.5 by optimising the induction conditions of Escherichia coli concerning incubation 
temperature and the amount of inducing substance. The reason for the increased yield was the 
decreased generation of inclusion bodies. Here, the use of glycylglycine for same purpose was 
unproductive. An effective protein purification protocol with the central methods of metal ion 
affinity chromatography and gel permeation chromatography has been developed, that 
delivered the required amount of 10 mg pure protein for the equilibrium dialysis with an 
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acceptable effort of time and costs. The equilibrium dialysis method, combined with a high 
performance liquid chromatography to quantify bisphenol A has been validated. 
 
Four of five investigated, purified proteins showing a mutation that should build an additional 
hydrogen bond to the β-OH-group of bisphenol A, bound less bisphenol A than the wild type 
protein. Only the exchange of the amino acid on position 194, asparagine against aspartate, 
which should influence the possible hydrogen bond to the α-OH- group of bisphenol A, 
provoked an increase of the bisphenol A- affinity. This mutant protein had a five times higher 
affinity than the wild type “old yellow enzyme” and a determined Kd- value of 93 µM. The 
reason for its NADPH- oxidoreductase activity loss could be a change in the redoxpotential of 
flavin in the active centre of the protein. The forecast of developing a new hydrogen bond in a 
ligand-protein- complex seems to be not possible by the described modelling technique. But it 
delivered useful hints to influence existing interactions in a positive way. 
 
The mutated gene N194D was coupled with three different genes of cell wall anchors from 
Saccharomyces cerevisiae, Aga, Cwp2 and Sed1, and was transformed into Saccharomyces 
cerevisiae by two different cell surface expression vectors, pYD and pFB. All fusion proteins 
were expressed on the cell surface under control of strong promoters and were localized by 
fluorescent antibodies. The fusion protein containing the Aga cell wall anchor and encoded in 
the pYD expression vector showed an erratic distribution of the fluorescent signal on the cell 
surface in contrast to the other strains keeping a fusion protein. This strain also showed a 
lower bisphenol A affinity than the strains with the fusion protein based on the pFB plasmid. 
The reasons for this can be found in the effectivity of the surface expression system, the 
efficiency of translation or the stability of the fusion protein. It was determined a significant 
increase of the bisphenol A binding speed for all modified strains following to cell surface 
expression of the fusion proteins. The maximum adsorbed bisphenol A amount was scarcely 
influenced by the expression of the fusion proteins. The strains based on the pFB- plamid, 
respectively the cell wall anchors Cwp2 and Sed1, were the most effective ones. Almost one 
minute after the beginning of incubation, 77% of their adsorption capacity, which was 475 
respectively 510 µg bisphenol A per gram dry cell matter, was bound. In comparison to the 
wild type strain bound only 13%. The additional insertion of a 25 amino acid long glycine- 
serine- linker sequence between the cell wall anchor and the binding protein was ineffective. 
Less by the choice of the cell wall anchor but by the choice of the expression vector the 
strains based on the pFB- plasmids were determined as the most useful. 
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The present dissertation delivers several new, optimized strains of Saccharomyces cerevisiae, 
which show a significant increased bisphenol A binding speed by expression of a cell own, 
punctiform mutated proteins on their cell surface. The strains show this behaviour under 
conditions of pH and temperature which are common in the effluent of wastewater treatment 
plants. The proteome of the cell was scarcely influenced by the genetic modification which 
could be an advantage for the permission for a technical use. The strains can now be used as a 
inexpensive feedstock for immobilization experiments which aim the construction of a bio 
filtration system to eliminate bisphenol A from wastewater.      
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